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Introduzione
La leishmaniasi è una malattia protozoaria, infettiva e contagiosa a carattere zoonosico, 
causata da diverse specie del genere Leishmania. Inizialmente è stata segnalata in esseri 
umani e solo in un secondo tempo nel cane. Negli anni a seguire la malattia è stata 
riscontrata in altre specie animali domestiche e selvatiche amplificando così il ventaglio 
dei serbatoi possibili.
La  leishmaniosi  è  una  malattia  parassitaria  a  carattere  zoonosico  causata  da  diverse 
specie di protozoi, appartenenti al genere Leishmania e trasmessa dalla puntura di un 
flebotomo. Questi protozoi sono stati osservati  per la prima volta da Cunningham in 
India nel 1885 in persone affette da “Bottone d’Oriente”, una forma cutanea sostenuta 
da  Leishmania  Tropica.  Nel  1903,  il  patologo  londinese  Leishman  riscontrò 
microrganismi identici in persone affette da “Kala-azar”, una forma viscerale sostenuta 
da Leishmania donovani. La prima segnalazione di leishmaniosi canina risale al 1908 da 
parte  di  Nicolle  e  Comte,  cui  seguirono  ulteriori  segnalazioni  anche  in  altre  specie 
animali come i carnivori selvatici (volpe) ed i roditori (ratto).
La  leishmaniosi  è  ampiamente  diffusa  in  molti  paesi  del  mondo  a  clima  tropicale, 
subtropicale e mediterraneo, registrando un costante aumento nella popolazione umana 
con 1-2 milioni di casi nuovi/anno, di cui circa 600.000 in forma viscerale ed i restanti a 
localizzazione cutanea (WHO 2001). Circa il 90% dei casi di leishmaniosi viscerale si 
riscontra  in  India  (soprattutto  nelle  pianure  del  Gange  e  Bramaputra),  Bangladesh, 
Nepal, Sudan e Nord-est del Brasile (Desjeux, 1996). Le forme cutanee prevalgono nel 
Medio Oriente (Afghanistan, Arabia, Siria, Iran), America centrale e meridionale, Africa 
ed Europa.
In  Europa,  sono maggiormente  colpite  le  aree  del  bacino del  Mediterraneo  dove la 
malattia  assume  carattere  endemico  ed  è  sostenuta  esclusivamente  da  Leishmania 
infantum, di cui il cane è il principale serbatoio. In Italia l’infezione è presente lungo le 
coste tirreniche e adriatiche, nelle isole dove assume un’evoluzione enzootica e nelle 
regioni settentrionali dove è stata accertata la recente segnalazione di focolai localizzati 
in zone ritenute completamente indenni come il Veneto, l’Emilia Romagna, il Piemonte, 
il Trentino e la Lombardia (Natale, 2004).
La diffusione della malattia è influenzata da molti fattori, quali: l’ambiente (densità dei 
flebotomi nelle aree endemiche, altitudine e caratteristiche geologiche del territorio), il 
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clima  (temperatura,  tasso  d’umidità),  condizioni  socio-sanitarie  (malnutrizione, 
incidenza  nella  popolazione  umana  di  immunodeficienza  acquisita,  elevata 
concentrazione  di  animali  infetti,  randagismo),  mancanza  di  presidi  immunizzanti 
(vaccini) efficaci sia nell’uomo che negli animali.
L’infezione  colpisce  cani  di  tutte  le  razze  ed età;  l’incidenza  può essere  legata  alle 
abitudini di vita: i cani di grossa taglia ed in particolare i cani da caccia sono più spesso 
colpiti poiché vivono all’aperto, e nei soggetti con più di nove mesi di età, per il lungo 
periodo d’incubazione di questa malattia (Denerolle, 1996; Koutinas, 1999).
La  minore  incidenza  della  patologia  nei  cani  di  piccola  taglia  è  probabilmente  in 
relazione all’habitat estremamente domestico di questi animali, con minore possibilità di 
contatto con i flebotomi, soprattutto nelle ore notturne.
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1 - L'agente eziologico
L'agente  causale  è  un  protozoo  appartenente  al  genere  Leishmania,  parassita 
intracellulare  obbligato  del  sistema  reticolo-istocitario  dell’uomo  e  di  altri 
mammiferi(domestici e selvatici), che viene trasmesso ad opera di un vettore biologico, 
il flebotomo.
Cenni storici: Le leishmanie sono state viste per la prima volta da  Cunningham, in 
India, nel 1885 in persone affette dal “Bottone d'Oriente”. Nel  1903 Marchand osservò 
dei parassiti, simili a quelli visti da Cunningham, in  strisci di milza di un cinese morto 
in Germania di “Kala-azar”; nello stesso  anno e quasi contemporaneamente, Leishman 
e  Donovan descrissero  dei   microrganismi  identici  ritrovati  in  persone ammalate  di 
“Kala-azar”.  Nel  1909   Linderberg  isolò  dalle  ulcere  cutanee  di  un  brasiliano  un 
parassita denominato  da  Vianna  (1911)  Leishmania  braziliensis.
La  prima  segnalazione   di   leishmaniosi  canina  è  del  1908 (Nicolle  e  Comte);  in 
seguito si sono avute diverse altre segnalazioni sulla presenza delle leishmanie in altre 
specie  animali.
Per quanto riguarda l'agente vettore del parassita, il primo a  sospettare i flebotomi fu 
Pressat nel 1905.
Nei  primi  anni  del  1940,  Swaminath,  Shortt  e  Anderson in  India  e  Adler  e  Ber  in 
Palestina hanno dimostrato la trasmissione di L. donovani e L. Tropica (probabilmente 
L. major) da flebotomi (WHO - Technical Report Series  949, 2010).
1.1 - Classificazione
Dal punto di vista morfologico le varie specie di  Leishmania sono indistinguibili  ma 
causano  manifestazioni  cliniche  che  evolvono  in  forma  differente.  Lo  studio 
tassonomico riveste un ruolo importante nella comprensione dei vari ambiti(evoluzione 
della malattia, epidemiologia, fattori di patogenicità, ecc....) di studio delle leishmaniosi. 
Inoltre,  oggi,  sono  presenti  in  letteratura  molti  studi  che  affiancano  alle  classiche 
tecniche adoperate per la classificazione delle specie, le metodiche molecolari  basate 
sull'analisi del DNA.
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Dalla creazione del genere  Leishmania effettuata da Ross (1903), il numero di specie 
descritte è costantemente aumentato. 
Le prime classificazioni (1916-1987) si basavano su una gerarchica di tipo Linneana. 
Successivamente, Lainson and Shaw divisero il genere Leishmania in due sottogeneri. 
Poiché le diverse specie  sono difficilmente distinguibili  per loro morfologia,  si  sono 
utilizzati altri criteri per la loro identificazione e classificazione. In particolare, Lumsden 
(1974) distinse tra i caratteri estrinseci, “fenotipici”del parassita, (come, ad esempio, le 
caratteristiche  cliniche  del  soggetto  infettato,  la  distribuzione  geografica,  il 
comportamento in cultura, in animali da laboratorio o vettori), e quelli intrinseci (come 
ad es. risvolti immunologici, criteri biochimici o molecolari). 
Attualmente  è  da ritenersi  valida la  classificazione  del  genere  Leishmania,  elaborata 
dall'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), che  tiene conto della biologia del 
protozoo, della  specie  del flebotomo implicato   nella  trasmissione e,  soprattutto,  del 
corredo enzimatico del parassita. 
Il  genere  Leishmania  spp. appartiene  al Phylum: Sarcomastigophora, Subphylum: 
Mastigophora,  Classe: Zoomastigophora,  Ordine: Kinetoplastida, Sottordine: 
Trypanosomatinae, Famiglia: Trypanosomatidae, Genere: Leishmania. 
Il genere Leishmania è a sua volta suddiviso, sulla base dello sviluppo nel flebotomo, in 
due sottogeneri ai quali  appartengono diverse specie:
Sottogenere  Leishmania,  presente sia nel Vecchio e il  Nuovo Mondo, le cui specie 
sono:  L.  donovani,   L.  infantum,   L.  major,  L.  tropica (Vecchio  Mondo),  L.  
amazonensis,  L. chagasi, L. mexicana,  L. pifanoi,   L. venezuelensis (Nuovo Mondo)
Sottogenere Viannia,  limitato al Nuovo Mondo, le cui specie sono: L. braziliensis, L.  
guyanensis, L. panamensis, L. peruvian.
In Figura 1 è rappresentato lo schema tassonomico del genere Leishmania in cui sono 
evidenziati non solo i sottogeneri  ma anche i  complex1 a cui appartengono le diverse 
specie. 
1 Il  genere  Leishmania spp.  comprende numerose specie patogene per l'uomo;  sovrapposizioni morfologiche, 
metaboliche ed epidemiologiche hanno portato ad una classificazione che raggruppa diverse specie in “complex” 
o complessi, definiti  sulla base dell'estrinsecazione clinica della patologia indotta. Ad esempio:
Leishmania donovani complex:  comprende gli agenti eziologici di forme viscerotrope del Vecchio e del Nuovo 
Mondo come  L. donovani responsabile in Asia del kala-azar dell’uomo (non è una zoonosi). In Italia, l’unica 
specie  presente  è  L.infantum.  Questa  specie  è  l’agente  eziologico  nell’uomo di  forme  viscerali,  ma  anche 
cutanee, e nel cane della leishmaniosi canina;
Leishmania tropica complex: agenti di forme cutanee del Vecchio Mondo come L.tropica, presente nel bacino 
mediterraneo, in Medio Oriente, in India, e in Africa occidentale determina la forma secca del Bottone d’Oriente 
la quale non è una zoonosi; 
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Figura 1: è basata sullo schema pubblicato dall'Organizzazione Mondiale della Sanità(WHO, 1990) con 
alcune aggiunte  prese  dalla  letteratura,  mostra  la  tassonomia  del  genere  della  Leishmania.  Le  specie 
sottolineate sono o sono state messe in discussione.
Da  quanto  si  può  evincere  dalla  Tabella  1, la  specie  di  Leishmania determina 
fortemente come la malattia evolverà (WHO,  Technical Report Series  949, 2010). In 
particolare,  in  tabella  vengono  mostrati  i  tipi  di  malattia,  nell'uomo(cutanea, 
mucocutanea, cutanea diffusa e viscerale) in relazione alla specie. 
E' quindi essenziale conoscere l'identità del parassita in ogni territorio,  poiché questa 
conoscenza ha delle implicazioni in studi epidemiologici, di controllo e trattamento della 
malattia (WHO, Technical Report Series  949, 2010).
Allo stato attuale, per gli studi tassonomici, l'elettroforesi degli isoenzimi, isoenzimatica, 
rimane  la  tecnica  più  utilizzata.  Essa  è  considerata,  ancora  oggi,  standard  di 
riferimento(“gold  standard”)  per  l'identificazione  e  la  caratterizzazione  del  genere 
Leishmaniam (WHO, Technical Report Series  949, 2010).
Leishmania major comlex: L. major diffusa  nel mediterraneo africano, Africa centro occidentale, Medio Oriente 
ed Asia centrale  agente causale della forma umida del Bottone d’Oriente, zoonosi con epidemiologia rurale, i 
reservoir sono i roditori selvatici; 
L.  aethiopica  complex:  L.  aethiopica  nell’Africa  dell’est  causa  la  forma  secca  del  Bottone  d’Oriente,  con 
tendenza alla forma cutanea disseminata; zoonosi questa con diffusione silvestre. I reservoirs sono le procavie;
Leishmania mexicana  complex: nelle sue tre sottospecie determina una zoonosi nel Nuovo Mondo con forme 
cutanee nell’uomo. I reservoirs sono i roditori selvatici ed opossum. 
Leishmania  brasiliensis  complex:  agenti  di  forme  muco-cutanee  nel  Nuovo  Mondo;  zoonosi  relativamente 
benigna a ciclo epidemiologico rurale. Ha il cane come serbatoio.
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Tabella 1: mostra le specie del genere  Leshmania che sono infettive per l'uomo nel Vecchio e Nuovo 
Mondo. I principali complessi delle specie ed il sottogenere sono evidenziati in grassetto, le specie di cui è 
disponibile la  sequenza genomica completa sono sottolineate. Con l'asterisco sono indicate le specie che  
possono anche essere associate a leishmaniosi cutanee.
Questa metodica, però, lunga e complessa, richiede laboratori e personale specializzato, 
motivo  per  cui  esistono  solo   pochi  istituti  che  ne  garantiscono  l'esecuzione  ed  il 
servizio.  . Al fine di eseguire l'analisi, è richiesto l'isolamento e la coltivazione in vitro 
del  parassita.  Con  l'analisi  isoenzimatica  è  stato  dimostrato  che  nel  bacino  del 
Mediterraneo,  ed anche in Italia,  il  ceppo principale,  responsabile  della  leishmaniosi 
umana e canina, è rappresentato dalla  L. infantum con variante enzimatica(zimodema) 
Montpellier 1(MON 1) e Montpellier 72 (MON 72) (Pratlong et al., 1995).
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In  questi  ultimi  anni,  tuttavia,  sono  disponibili  varie  metodiche  molecolari,  basate 
sull'analisi del DNA, in particolare sull'analisi dei microsatelliti2. Queste metodiche, una 
volta standardizzate, possono offrire l'opportunità di migliorare e meglio discriminare 
l'identificazione e la caratterizzazione dei ceppi circolanti. 
La necessità di effettuare tipizzazioni genetiche interspecifiche, nasce dall'esigenza di 
valutare  se,  una  migliore  conoscenza  genetica  dei  ceppi  può aiutare  a  stabilire  una 
relazione con la malattia. Ciò potrebbe avere delle ricadute sulla diagnosi, sulla terapia, 
sulla prognosi, sull’epidemiologia, e sulla prevenzione e controllo della patologia.
Inoltre, un grosso vantaggio è che tali metodi non necessitano, in modo imprescindibile, 
dalla  coltivazione del  ceppo, ma,  possono essere adoperati  direttamente su campioni 
clinici  di  pazienti,  ospiti  serbatoio o flebotomi(WHO, Technical  Report  Series  949, 
2010). Non di meno, per quanto versatili e molto utilizzate, la standardizzazione rimane 
ancora una priorità(WHO, Technical Report Series  949, 2010). 
Le analisi molecolari hanno convalidato la suddivisione nei due sottogeneri stabiliti da 
Lainson e  Shaw,  (1987)  e  la  concordanza  ha  confermato  i  criteri  di  identificazione 
estrinseci ed intrinseci.
Anche se non tutti gli studi presenti in letteratura concordano, le metodiche molecolari 
hanno fatto luce sulla relazione filogenetica tra Leishmania infantum e L. chagasi. 
In modo del tutto speculativo, è possibile supporre che la loro origine comune potrebbe 
anche avere dei risvolti nel fatto che i canidi,  specialmente cani domestici  o randagi 
sono gli ospiti reservoir(vedi paragrafi successivi) di L. infantum e L. chagasi, mentre il 
solo ospite reservoir conosciuto di L.donovani è l'uomo. E' tuttavia da precisare che la 
trasmissione  delle  malattie  e  le  leishmaniosi  dipendono  da  un  numero  elevato  di 
fattori(alcuni  dei  quali  possibilmente  influenzati  da fenomeni  coevolutivi)  tra  cui,  la 
specie di leishmania, la specie di vettore, la specie ospite con le proprie caratteristiche 
genetiche ed  immunologiche.
1.2 - Caratteristiche genomiche
Negli ultimi anni è stato avviato dall'Organizzazione Mondiale della Sanità Programma 
Speciale per la Ricerca e Formazione sulle Malattie Tropicali(WHO/TDR) il progetto 
genoma   Tritryp,  volto  a  sequenziare  il  genoma  dei  tre  Kinetoplastidi:  Leishmania, 
Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi. 
2 I microsatelliti sono ripetizioni di corte sequenze di nucleotidi(da 1 a 5), sparse più o meno casualmente per tutta 
la lunghezza del genoma. 
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Il progetto, ha portato alla conoscenza della sequenza dell'intero genoma delle specie 
rappresentative  Leishmania major,  L. infantum,  L. braziliensis e  L. mexicana.  Questo 
primo passo può essere utile a comprendere qual'è il contributo del genoma del parassita 
al “fenotipo” della malattia(Smith et al., 2007). In Tabella 2 è mostrato il confronto di 
alcuni parametri di analisi del genoma di tre specie di  Leishmania e del  Trypanosoma 
brucei. In particolare,  si può notare che  L.major e  L. infantum, in comune con altre 
specie  del Vecchio Mondo, hanno un contenuto aploide di 36 cromosomi,  mentre  le 
specie del Nuovo Mondo ne hanno 35 (L. braziliensis) o 34 (L. mexicana) (Smith et al., 
2007).
Metodi innovativi come la genomica(studio del genoma),  la proteomica(studio  delle 
proteine), la trascrittomica(studio degli mRNA), lo studio dei microRNA3, possono dare 
un  contributo nel definire il ruolo di alcuni fattori, delle diverse specie di Leishmania, 
nell'evoluzione della malattia. 
In ultimo, deve essere tenuto in conto che durante tutto il ciclo biologico il protozoo 
della Leishmania, per sopravvivere ad ambienti spesso estremi, deve differenziare la sua 
morfologia, la motilità, la sua capacità di dividersi e d'infettare. E' possibile dire che 
questo parassita  presenta  una grande plasticità  e  complessità  che  può rendere molto 
difficoltosa, seppur sorprendente ed affascinante,  l'analisi e lo studio di singoli fattori 
sia essi genetici che proteici all'interno della comprensione delle forme di malattia. 
Di immediata applicazione pratica, da questi studi, è trarre informazioni su:
  potenziali candidati per vaccini e richiedere una robusta valutazione, per identificare 
le molecole più favorevoli da includere negli studi clinici(Kedzierski et al., 2006);
 identificazione  di  validi  bersagli  farmacologici  tramite  la  conoscenza  delle  vie 
metaboliche Leishmania-specifiche rivelate, da analisi comparative;
 nuovi  reagenti  diagnostici,  più  sensibili  e  specifici,  che  possono  emergere 
dall'esplorazione delle diverse sequenze del genoma. 
3 I microRNA sono piccole molecole di RNA, a singolo filamento di 20-22 nucleotidi che svolgono diverse 
funzioni, la più nota attualmente è una regolazione post-trascrizionale. Essi si dividono in tre classi: Short  
interfering RNA (siRNA), MicroRNA (miRNA), Piwi RNA (piRNA).
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Tabella2:  Confronto  di  alcuni parametri  di  analisi  del  genoma  di  tre  specie  di  Leishmania e  del 
Trypanosoma brucei. 
1.3 - Morfologia
La Leishmania è un microrganismo dimorfico: nei mammiferi infestati si presenta sotto 
forma di amastigote(Figura 2 A e B), con corpicciolo rotondeggiante,  immobile, di 2-5 
µm di lunghezza per 2-3 µm di larghezza.
E'  fornito  di  protoplasma  granuloso,  omogeneo,  delimitato  alla  periferia  da  un 
plasmalemma tristratificato. E' manifesto un grosso nucleo sferico centrale o eccentrico 
e  un  cinetoplasto  (kinetoplasto,  DNA  extranucleare,  mitocondriale)  piriforme  od  a 
bastoncino,  situato  alla  periferia  del  corpo  parassitario,  molto  spesso  in  posizione 
antinucleare, perpendicolare al nucleo. E' presente un abbozzo di flagello, il rizoplasto, 
costituito  da  nove  paia  di  microtubuli  periferici  e  da  due  assiali,  che  si  diparte  in 
prossimità  del  cinetoplasto  da  un  corpo  basale (blefaroblasto)  e  si  esaurisce,  senza 
esteriorizzarsi, alla periferia della cellula protozoaria. Il blefaroblasto è circoscritto da 
un  manicotto  citoplasmatico  rivestito  dal  plasmalemma  che  qui  si  invagina 
profondamente  in  modo da  formare  attorno al  rizoplasto  stesso,  una tasca  flagellare 
aperta verso l'esterno. 
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L'amastigote si insinua all’interno delle cellule macrofagiche del mammifero ospite, più 
precisamente all'interno di un vacuolo, intracitoplasmatico, circoscritto dalla membrana 
fagosomiale che, fondendosi a sua volta con i lisosomi, forma il fagolisosoma; qui si 
sviluppa e si moltiplica per scissione binaria dando origine a numerosi elementi simili.
Negli insetti vettori, i flebotomi, la  Leishmania si sviluppa, si differenzia e moltiplica 
dando origine alla forma  flagellate chiamata, promastigote, (Figura 2 A e C).
A) Sébastien Besteiro et al., 2007.  Int J Parasitol. 
Figura  2: A) Rappresentazione   schematica  della  Leishmania  spp. con  l'evidenza  della  forma e  del 
proprio   contenuto interno. A sinistra è rappresentata la forma promastigote, a destra la forma amastigote.  
B) Immagine fotografica della forma amastigote in un esame citologico.  C) Immagine fotografica della 
forma promastigote.
La morfologia è differente rispetto alla forma amastigote in quanto essa  presentana un 
corpo stretto  e  lungo fino a  20 µm,  mobile  per   la  presenza di  un robusto e lungo 
flagello,  che nasce dal blefaroblasto e fuoriesce dalla tasca flagellare con una porzione 
lunga pressoché quanto l’intero corpo. Questo è uno stadio tipicamente extracellulare.
1.4 - Ciclo biologico
La Leishmania spp. è un protozoo dixeno, cioè, ha un ciclo biologico che si completa tra 
2 ospiti: un ospite intermedio invertebrato, costituito dal vettore flebotomo, ed un ospite 
definitivo,  rappresentato  dal  mammifero  vertebrato,  che  può  svolgere  il  ruolo  di 
serbatoio della malattia.
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B)Immagine fornita dal C.R.e.Na.L.
Il ciclo nel vettore inizia quando la femmina ematofaga compie un pasto di sangue da un 
mammifero  infetto,  ingerendo le  leishmanie  presenti  in  forma amastigote(Figura 3). 
Nell'intestino medio dell'insetto questi  protozoi producono il flagello ed assumono la 
forma  promastigote. In tale sede, inoltre, inizia una fase di attiva moltiplicazione per 
scissione binaria, alla temperatura di circa 25°C, successivamente si ha la migrazione 
verso le ghiandole salivarie. A livello della faringe i parassiti raggiungono lo stadio della 
maturazione trasformandosi in promastigoti  infettanti  o metaciclici,  altamente mobili, 
con corpo di dimensioni ridotte, ed in ultimo migrano verso la proboscide, pronti per 
essere inoculati (Sacks e Perkins, 1984).
Così, nell'arco di questo intervallo di tempo, che varia da un minimo di 4 giorni ad un 
massimo  di  20,  in  funzione  della  specie  di  Leishmania,  dell’insetto  ematofago  e 
soprattutto della temperatura ambientale(il ciclo infatti è completamente inibito sotto i 
10° C.), i promastigoti, danno origine alla forma capace di conferire infezione all’ospite 
vertebrato (mammifero).
I promastigoti vengono trasmessi attraverso la puntura dell'insetto che li inocula, durante 
il pasto di sangue, nel nuovo ospite vertebrato, a livello della cute. Questo sito, dunque, 
rappresenta il sito primario di infezione del mammifero.
Una volta introdotti, i promastigoti, entrano nel circolo sanguigno, dove vengono subito 
ricoperti da proteine del complemento, le quali,  richiamano i macrofagi che li catturano 
e  fagocitano.  Tale  meccanismo  rappresenta  la  prima  via  di  difesa  del  sistema 
immunitario. 
All'interno  dei  macrofagi  il  promastigote  perde  il  flagello  ritornando  alla  forma 
amastigote. Nel macrofago si ha la fusione del fagosoma con il lisosoma e si forma il 
fagolisosoma;  all'interno di  esso la  leishmania viene esposta a fattori  che tentano di 
distruggerla,  ciò  però  non  sortisce  nessun  effetto  perché  la  parete  dell'amastigote 
contiene glicoproteine  resistenti agli enzimi e ai metaboliti del macrofago.
In questa sede il protozoo si moltiplica per scissione binaria fin quando, il macrofago, 
pieno di parassiti,  si rompe per lisi  della cellula  che lo ha fagocitato.  Gli amastigoti 
vengono così liberati e possono invadere altre cellule del sistema reticolo-endoteliale. 
Questo meccanismo permette  la  diffusione dell’infezione   dal  luogo della  puntura o 
verso le mucose o verso organi ricchi di macrofagi quali: fegato, milza e midollo osseo.
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Figura 3: Rappresentazione schematica del ciclo biologico della Leishmania spp. 1. Il vettore ingerisce 
gli amastigoti durante il pasto di sangue. 2. Gli amastigoti si trasformano in promastigoti. 3. I promastigoti 
colonizzano e si  moltiplicano nell’intestino caudale e medio  del flebotomo.  4.  I  promastigoti  infettivi 
(metaciclici)  migrano  verso  la  parte  anteriore  dell'intestino.  5.  Lo  stadio  infettivo  dei  promastigoti  è 
trasmesso ad un ospite mammifero dalla punture del flebotomo. 6. I promastigoti invadono i neutrofili 
dell’ospite. 7. I macrofagi sono infettati dai promastigoti direttamente o tramite la fagocitosi dei neutrofili 
infetti,  o da promastigoti silenziosamente rilasciati dai neutrofili  infetti  apoptotici.  8.  I  promastigoti si 
trasformano in amastigoti. 9. Gli amastigoti si moltiplicano nelle cellule infettate per fissione binaria. La 
freccia  tratteggiata  rappresenta  la  trasmissione  antroponotica,  la  freccia  continua  rappresenta  la 
trasmissione animale-animale o animale-uomo(zoonotica).
La maggior parte delle specie di Leishmania sono mantenute da un ciclo di trasmissione 
animale-animale, considerati ospiti serbatoio, mentre gli esseri umani sono considerati 
ospiti accidentali ed in questo caso le leishmaniosi sono malattie zoonotiche. Comunque 
è segnalata, in alcune specie di  Leishmania spp.,  anche la trasmissione antroponotica, 
senza serbatoi animali(Desjeux, 2001). 
Solo  nei  vettori  sensibili  i  promastigoti  di  Leishmania si  attaccano  all'epitelio 
dell'intestino,  si  moltiplicano e differenziano  in  una  forma  infettiva  metaciclica,  che 
viene  trasmessa  al  mammifero  ospite(Killick-Kendrick  et  al.,  1999;  Sacks,  2001). 
L'ancoraggio  dei  promastigoti  all'intestino  medio  dell’insetto  è  essenziale  per  il 
completamento del loro ciclo di vita al fine di evitare l'escrezione quando il flebotomo 
defeca(Killick-Kendrick et al., 1999; Sacks, 2001). 
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L'adesione  del  protozoo  è  mediata  dal  lipofosfoglicano  (GPL),  il  maggior 
glicoconiugato  di  superficie  dei  promastigoti.  Tali  strutture  sono polimorfiche  tra  le 
specie della leishmania, suggerendo che il GPL è il maggiore fattore determinante nello 
stabilire la specie vettore (Sacks et al., 2000). 
Ad ogni modo,  studi riportati in letteratura indicano che anche molecole dell'intestino 
medio del flebotomo sono fattori determinanti della competenza vettoriale. (Kamhawi et  
al., 2004)
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2 - Il vettore
La biologia di ogni specie di flebotomo è unica e complessa, essa copre tutti gli aspetti 
della  riproduzione,  alimentazione,  dispersione  e  altre  attività  ed  è  di  rilevante 
importanza per l'epidemiologia delle malattie da loro trasmesse e per il controllo dei 
vettori (WHO, 1990). 
La  maggior  parte  delle  specie  non  svolge  alcun  ruolo  nella  la  trasmissione  della 
leishmaniosi in natura, questo per diverse ragioni tra cui il fatto che non effettuano il 
pasto di sangue dall'uomo e da animali ed, inoltre, non sono in grado di sostenere lo 
sviluppo della Leishmania spp ( Killick-Kendrick R., 1999).
Meno del  10% dei  flebotomi,  infatti,  sono stati  implicati  essere  specie  portatrici  di 
leishmaniosi, e solo per circa 30 specie è stata dimostrata la capacità vettoriale. Ogni 
specie di flebotomo non può che sostenere lo sviluppo e di conseguenza trasmissione di 
una determinata specie di Leishmania ( Bates, 2007; Sacks, 2001).
Circa 80 sono, invece, le specie provate o sospettate di essere i vettori delle 22 specie di 
Leishmania che causano malattia nell'uomo. In alcuni focolai di Leishmaniosi i vettori 
rimangono sconosciuti. 
I criteri generali accettati affinché si possa definire un vettore di Leishmania spp. sono: 
il vettore deve essere antropofilo, deve pungere l'animale reservior, la sua distribuzione 
deve coincide con quella della malattia trasmessa, deve essere infettato in natura con la 
stessa  Leishmania che si ritrova nell'uomo o nell'animale,   deve sostenere la crescita 
rigogliosa  del  parassita  che  trasmette  ed  infine  deve  essere  capace  di  trasmettere  il 
parassita attraverso la puntura ( WHO Technical Report Series  949, 2010).
2.1 - Classificazione
I responsabili della diffusione della leishmaniosi sono i vettori(flebotomi), classificati 
nel  Phylum: Arthropoda;  Subphylum: Tracheata  (Antennata);  Classe: Insectea; 
Subclasse: Pterygotia  (insetti  volanti  con  metamorfosi  completa);  Ordine: Diptera 
(insetti  a  due  ali);  Sottordine:  Nematocera;  Famiglia: Phlebotomidae/Psychodidae; 
Subfamiglia: Phlebotominae (Kalra NL e Bang YH., 1988). 
Ad  oggi  circa  800  specie  di  flebotomi  sono  stati  registrati  in  5  generi  principali: 
Phlebotomus (94 specie) e Sergentomyia (258 specie) nel Vecchio Mondo, e Lutzomyia 
(379 specie), Brumptomyia (23 specie) e Warileya  (5 specie) nel Nuovo Mondo (WHO 
Technical Report Series  949, 2010). Sebbene flebotomi che pungono l'uomo si possono 
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ritrovare in altri  generi,  i  vettori  per cui si è dimostrata la trasmissione  del protozoo 
parassita  Leishmania spp. all'uomo sono le specie  e sottospecie  che appartengono al 
genere Phlebotomus, nel Vecchio Mondo e Lutzomyia, nel centro e sud America (WHO 
Technical  Report  Series   949,  2010). Questi  ultimi  due  generi  dal  punto  di  vista 
morfologico  si  somigliano molto  strettamente  (Munstermann  et  al.,  2004). Il  genere 
Phlebotomus è  a  sua  volta  diviso  nei  sottogeneri:  Phlebotomus,  Paraphlebotomus, 
Synphlebotomus, Larroussius, Transphlebotomus, Adlerius,  Euphlebotomus, Kasaulius, 
Anaphlebotomus.
Gli studi tassonomici sono basati principalmente sulle caratteristiche morfologiche, in 
genere,  valutate  sugli  adulti  sulla  base  delle  strutture  interne  come  il  cibarium,  la 
spermateca,  la  faringe  nelle  femmine,  i  genitali  nei  maschi.  Altre  caratteristiche 
includono la  localizzazione  e  l'intensità  della  pigmentazione  del  torace,  i  rapporti  di 
lunghezza della nervatura alare, e dei segmenti antennali (Young et al, 1994). 
Molti, ma non tutti, i maschi possono essere identificati dalla sola morfologia; spesso è 
più  difficile  identificare  le  femmine,  alcune delle  quali  sono implicate  come vettori 
(WHO Technical Report Series  949, 2010).
Le  più  recenti  e  complete  sono quelle  di  Galati,  in  cui,  le  464 specie  di  flebotomi 
Neotropicali sono classificate in 22 generi, 20 sottogeneri, 3 gruppi di specie e 28 serie 
(WHO  Technical  Report  Series   949,  2010). Per  quanto  sono  stati  fatti  progressi 
importanti,  sono  previsti  ulteriori  cambiamenti  in  quanto  non  tutto  è  pienamente 
accettato. 
Ad oggi, circa 90 caratteristiche sono state dimostrate utili come descrittori efficaci, e 
queste  sono  esaminate  e  misurate  su  ciascun  campione  con  un  microscopio  dopo 
un'opportuno  montaggio (Young et al., 1994; Munstermann et al., 2004 ). 
E'  quindi  comprensibile  come  la  classificazione  morfologica  richieda  una  notevole 
abilità nella perizia  tassonomica. Inoltre, la presenza di variazione intraspecifica e di 
specie  criptiche  complica  frequentemente  classificazioni  basate  sulle  caratteristiche 
morfologiche (Bauzer et al., 2007).
In passato, la gas-cromatografia di idrocarburi cuticolari e l'elettroforesi degli isoenzimi 
sono state  tecniche  utili  per  identificare  femmine di  specie  affini,  morfologicamente 
indistinguibili. Negli ultimi anni, però, queste tecniche sono state sostituite dalle analisi 
del  DNA,  che  permettono  la  misurazione  di  differenze  genetiche  tra  popolazioni  di 
specie strettamente correlate e di  rivelarne le relazioni evolutive. Questi nuovi metodi, 
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ad oggi, non risolvono tutti i problemi di tassonomia  (WHO Technical Report Series 
949, 2010).
Dal momento che la diffusione di leishmaniosi dipende in gran parte dalla distribuzione 
dei vettori, l'individuazione e la caratterizzazione delle varie specie in aree endemiche e 
limitrofe è importante per una puntuale valutazione sui fattori di rischio per l'espansione 
della leishmaniosi.
Inoltre, studi tradizionali ed innovativi, possono dare chiarimenti sull'interazione ed il 
rapporto tra la Leishmania spp. e le specie vettore oltre che sulla ricerca epidemiologica 
(Kato H. et al., 2008). 
2.2 - Morfologia
Sono minuscoli insetti con aspetto simile ad un moscerino ed una lunghezza corporea di 
circa 2-3 mm (Figura 4 A e B). Il corpo, coperto da lunghi e fitti peli, mostra un colore 
che varia dal quasi bianco al  quasi nero secondo le specie,  ma generalmente giallo-
paglierino o giallo-ruggine in quelle mediterranee;  la testa è  allungata e inserita sul 
collo in modo da formare un angolo di 45°; gli occhi sono composti,  voluminosi, di 
colore  scuro,  situati  ai  lati  della  testa  (appaiono rotondeggianti  se  visti  di  profilo  e 
reniformi  se  visti  dorsalmente).  L’apparato  boccale delle  femmine, pungente  e 
succhiatore, è formato da: labrum-epifaringe  (scanalato centralmente e denticolato alla 
sua estremità),  due mandibole  seghettate,  due mascelle  a  forma di lama (mascella  e 
mandibola sono predisposte ad incidere la cute), ipofaringe (che porta il dotto salivare), 
il tutto contenuto, in condizioni di riposo, dentro il labbro inferiore o labium. Ai lati 
delle mascelle sono presenti i  palpi mascellari, pelosi e ricurvi, composti da 5 articoli 
con il terzo recante le spine di Newstead, organi sensitivi con struttura caratteristica.
La proboscide è corta e diretta verso il basso. Le antenne  sono lunghe, pelose, costituite 
da 16 segmenti o articoli (alcuni di questi fungerebbero da organi di senso).
Il torace e l'addome formano un angolo quasi retto, rendendoli riconoscibili anche ad 
occhio nudo. Il torace  è composto da tre segmenti.
Nel  mesotorace,  molto  sviluppato,  sono presenti  un paio di  ali;  queste  sono lunghe, 
abbondantemente  nervate  e  pelose,  di  forma  lanceolata.  Nel  metatorace  sono invece 
presenti due bilancieri.
L’addome è  composto  da  10  segmenti,  di  cui  i  terminali  (3  nella  femmina  e  4 nel 
maschio)  sono  trasformati  nell’apparato  genitale.  Nella  femmina  il  nono,  urite,  si 
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differenzia in una furca che circonda l’apertura genitale ed il decimo segmento è ridotto 
a due cerci fra i quali sbocca l’apertura anale.
Nel maschio il settimo e ottavo urite sono invaginati l’uno nell’altro mentre il nono e il 
decimo segmento  sono completamente  modificati  e  costituiscono l’armatura  genitale 
(Young et al., 1994). 
Figura 4: A) Rappresentazione schematica dell'aspetto morfologico del vettore; B) Immagine fotografica 
delle due specie  Phlebotomus argentipes(è il vettore dimostrato di kala-azar in India(Swaminath et al., 
1942)) e Lutzomyia longipalpis.
2.3 - “Infezione” o presenza nel flebotomo
Il protozoo parassita è trasmesso al vettore ematofago attraverso il pasto di sangue che le 
femmine, pappatacee, effettuano per procurarsi le sostanze necessarie per la maturazione 
delle uova. 
La suscettibilità o la refrattarietà alla  Leishmania dipende dal risultato delle multiple 
interazioni che si svolgono all'interno del tubo digerente del vettore (Shaden Kamhawi, 
2006). 
L'ingestione del sangue del mammifero che contiene i macrofagi infettati con il protozoo 
della Leishmania spp., nella forma amastigote, dà inizio all'infezione nell'insetto vettore. 
Il  pasto  di  sangue infetto  passa  all'intestino  medio  posteriore,  per  essere  digerito.  I 
parassiti di  Leishmania, mentre migrano anteriormente dall'intestino medio posteriore 
alla  valvola  stomodale4,  si  differenziano  in  diverse  forme,  attraverso  distinte  fasi  di 
sviluppo.  Ognuna di queste fasi è caratterizzata da cambiamenti morfologici, metabolici 
4 La valvola stomodale  forma una giunzione con l'intestino anteriore che include la faringe, il cibarium e la 
proboscode.
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A) Young et al., 1984. Journal of the 
American Mosquito Control Association.
 
B) Sharma e Singh, 2008. J Vector Borne Dis,
e funzionali finalizzati ad assicurare la sopravvivenza del protozoo nel vettore (Shaden 
Kamhawi, 2006).
Come mostrato in Figura 5, in un primo momento, entro le 24-48 ore dall'ingresso, gli 
amastigoti si differenziano in piccoli, lenti promastigoti prociclici con corti flagelli ed 
inizia il primo ciclo di moltiplicazione nel vettore.
Shaden Kamhawi. 2006. Trends in Parasitology.
Figura 5: Illustrazione,  tempo-dipendente, di distinte forme del potozoo della Leishmania nell'intestino 
medio del vettore competente. Questo schema è relativo al sottogenere  Leishmania in cui lo sviluppo è 
limitato all'intestino medio e non al sottogenere Viannia, come Leishmania braziliensis, dove il parassita 
entra nell'intestino posteriore prima di migrare in avanti verso l'intestino medio.
Queste  forme  sono separate  dall'intestino  medio  da una matrice  peritrofica  di  tipo  I 
(PM).   La  matrice  peritrofica  possiede  caratteristiche  chimiche  proprie  per  ciascuna 
specie di flebotomo, ciò può contribuire a spiegare la specificità tra il tipo di flebotomo 
e la specie di  Leishmania trasmessa. Le forme, sopra menzionate, sono relativamente 
resistenti  all'azione  litica  degli  enzimi  digestivi  del  vettore.  Tale  proprietà  è  resa 
possibile  grazie  a  specifiche  molecole  di  superficie  della  Leishmania  (gp63,  LPG)
(Davies et al., 1990). 
Le forme procicliche, successivamente, si sviluppano in nectomonadi, forme sganciate, 
di grandi dimensioni,  la cui funzione è quella di: sfuggire al confinamento della PM 
(attraverso la sintesi di enzimi chitinolitici utili per liberarsi dalla membrana peritrofica), 
ancorarsi  alle  cellule  epiteliali  che  rivestono  l'intestino  medio  (grazie  ai  residui  di 
zuccheri, di β-galattosio, delle molecole di LPG, presenti ai livello del flagello, che si 
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legano  alla  lectina  del  tubo  digerente)  e  migrare  in  avanti  verso  la  parte  anteriore 
(toracica) (Shaden Kamhawi, 2006). 
Le forme leptomonadi,  di  nuova individuazione  (Gossage  et  al.,  2003;  Bates  et  al., 
2004), derivano dalle nectomonadi e vanno incontro al secondo ciclo di moltiplicazione 
nel  vettore.
Infine, si osservano due stadi nella valvola stomodale,  le forme aptomonadi e quelle 
metacicliche. Le aptomonadi, la cui forma precursore è ancora oggetto di discussione, 
sono altamente specializzate, simili a foglie con flagelli brevi, non mobili e formano un 
tappo  sulla  valvola  stomodale.  Le  forme  metacicliche  si  trovano  dietro  la  valvola 
stomodeale e rappresentano la fase infettiva, in quanto sono altamente adattate per la 
trasmissione ai   mammiferi  (Shaden Kamhawi,  2006).  Queste,  infatti,  sono le forme 
inoculate  dall'insetto  vettore  nell'ospite  vertebrato,   e  sono  responsabili  dell'inizio 
dell'infezione in quest'ultimo. Morfologicamente, i promastigoti metaciclici,  hanno un 
corpo piccolo con un flagello di forma allungata e sono molto mobili.  Mostrano una 
certa  resistenza  alla  lisi  mediata  dal  complemento  attuata,  come difesa  immunitaria, 
dall'ospite vertebrato (Shaden Kamhawi, 2006). 
Il tempo necessario, per i parassiti, per completare il loro sviluppo nel vettore è di 6-9 
giorni, a seconda della specie (Shaden Kamhawi, 2006). Una volta nell'intestino medio 
posteriore, il pasto di sangue infetto è completamente contenuto nel PM entro 4 ore. Gli 
amastigoti rilasciati si trasformano in prociclici, e subiscono una rapida moltiplicazione 
per le successive 24-48 ore. La trasformazione di queste forme in nectomonadi mobili 
avviene durante il secondo o terzo giorno. A questo punto la degenerazione della PM 
consente  la  fuoriuscita  di  nectomonadi  nel  lume  intestinale  dove si  attaccano  lungo 
l'epitelio  dell'intestino  medio  e  migrano  in  avanti  a  colonizzare  l'intestino  medio 
anteriore. Le nectomonadi potranno dar luogo alle leptomonadi dal 4 ° giorno le quali, 
moltiplicandosi  attivamente,  portano ad una massiva  infezione a livello  dell'intestino 
medio  anteriore.  La fase finale,  dal  5° al  7°  giorno,  è rappresentata  dai  pomastigoti 
metaciclici (Shaden Kamhawi, 2006). 
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2.4 -  Il ciclo vitale
I  flebotomi  sono  insetti  olometaboli,  cioè  a  metamorfosi  completa.  Il  ciclo  vitale 
comprende  due  diversi  stadi  biologici:  l'adulto  volante  e  le  fasi  di  sviluppo,  che 
includono le uova, quattro stadi larvali e quello pupale sessile. 
Lo sviluppo degli stadi immaturi del flebotomo si svolge in un terreno umido, ricco di 
materiale organico. I siti di riproduzione possono essere ubicati nelle cavità degli alberi, 
nelle crepe del suolo e nella lettiera forestale. Comunque, per la maggior parte delle 
specie  di  flebotomi,  la  localizzazione  dei  siti  di  riproduzione  è  sconosciuta  (Dedet, 
2010). 
I flebotomi sono presenti da maggio ad ottobre nella regione paleartica5 e la durata del 
loro ciclo di sviluppo è strettamente legata ai fattori climatici.
In Italia, durante la stagione calda, da Giugno a Settembre, è stato osservato che possono 
verificarsi  almeno  due  cicli  di  sviluppo  completo,  corrispondenti  quindi  a  due 
generazioni di adulti (Maroli e Bettini, 1977).
La riproduzione e la maturazione delle uova, nella maggior parte delle specie, avviene 
solo dopo un pasto di sangue da parte delle femmine ematofaghe.  Il pasto di sangue 
avviene grazie alle strutture buccali atte a perforare la pelle dei propri ospiti. Le varie 
specie  differiscono per il  numero di pasti  di  sangue consumati  durante ciascun ciclo 
gonotrofico6: alcune specie si nutrono di sangue più di una volta in differenti giorni, 
mentre altre lo fanno solo una volta per ovodeposizione. 
Lo studio di quest'aspetto è importante perché frequenti pasti di sangue incrementano i 
contatti  tra i vettori ed i vertebrati  e di conseguenza possono influenzare l’efficienza 
della trasmissione della Leishmania.
Il tempo che intercorre tra il pasto di sangue e la deposizione delle uova varia a seconda 
delle specie e della temperatura ambientale (Killick-Kendrick R., 1999).
La femmina depone le sue uova, in vari siti: in tane di certi roditori, nella corteccia di 
alberi secolari, in edifici in rovina, nelle fessure dei muri di casa, in ricoveri di animali e 
rifiuti domestici, o in ambienti in cui queste larve possono trovare la materia organica, il 
calore e l'umidità che sono necessari per il loro sviluppo (Sharma e Singh, 2008).
Ad ogni ovodeposizione (mediata da ferormoni) possono essere rilasciate, in buchi del 
terreno, nei pavimenti o su vegetali in decomposizione, più di 50-100 uova; queste per 
svilupparsi  hanno  bisogno  di  elevata  umidità  ed  in  condizioni  favorevoli  possono 
5 Europa, Asia a nord dell'Himalaya, Africa settentrionale e la zona nord e centrale della penisola arabica.
6  Il tempo che separa il/i pasto di sangue e la deposizione della uova.
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schiudere in 1-2 settimane (Killick-Kendrick R. et al., 1999). Si libera la larva di primo 
stadio  e  si  succedono  quattro  tappe  di  sviluppo  larvale  attraverso  processi  di  muta 
consecutivi, poi si raggiunge la fase di pupa all’interno della quale si forma l’insetto 
adulto.
Il  loro  sviluppo  dura  da  3  settimane  ad  alcuni  mesi  a  seconda  della  specie,  della 
temperatura  e  della  disponibilità  di  cibo  (Killick-Kendrick  R.  et  al.,  1999).  Le 
caratteristiche delle uova rivestono interesse tassonomico. I flebotomi adulti vivono in 
media quattro settimane e compiono il ciclo gonotrofico tre o quattro volte.
La comprensione e la conoscenza del ciclo vitale e dei siti di riproduzione delle varie 
specie  è  un  utile  strumento  nello  studio  delle  dinamiche  epidemiologiche  e  delle 
possibili misure di prevenzione e controllo. 
2.5 -  Attività ed abitudini
In generale, le specie di flebotomi del Vecchio Mondo vivono in ecosistemi semi-aridi o 
desertici, le specie del Nuovo Mondo vivono nel habitat della foresta.
Entrambi i sessi sono glicifagi, si nutrono cioè di succhi zuccherini vegetali,   mentre 
solo le femmine sono ematofaghe. 
Il  pasto  di  sangue delle  femmine  ematofaghe,  si  compie,  più  attivamente,  nelle  ore 
crepuscolari  (con  un  picco  appena  dopo  il  tramonto,  probabilmente  condizionate 
dall’abbassamento della temperatura e dall’aumento dell’umidità)  e notturne,  mentre, 
nel corso della giornata, le femmine rimangono a riposo in zone ombreggiate. Variazioni 
meteorologiche  come  l’aumento  della  nuvolosità  possono  incrementare  l’attività  del 
flebotomo. Al contrario, l’aumento della velocità del vento riduce la capacità di volo 
dell’insetto. 
Il grado di antropofilia o zoofilia è essenziale per determinare il ciclo di trasmissione 
(WHO, 1990). Risulta, ad esempio,  che P. ariasi si alimenta su canidi, uomo, bovidi, 
leporidi, equidi e roditori (Guy  et al., 1984); al contrario  P. papatasi si è dimostrato 
altamente  antropofilo  (El  Sawaf  et  al.,1994);  ed  infine  P.  perniciosus,  in  base  alla 
abbondanza relativa degli ospiti vertebrati, tende a selezionare con intensità maggiore il 
cane rispetto al  cavallo ed all'uomo e meno ancora le altre specie; del tutto simile è 
risultato il comportamento di P. perfiliewi (Bongiorno et al., 2003).
Il periodo di attività è compreso tra fine Maggio, inizio di Giugno, fino a  metà Ottobre, 
in presenza di temperature  superiori  ai  18 C°,  ed in assenza di vento.  Nelle regioni 
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tropicali  invece  l'attività  è  registrata  durante tutto  l'anno (Killick-Kendrick R.  et  al., 
1999). 
L'habitat  preferito  dai  flebotomi  è  quello  secco,  con  vegetazione  a  macchia 
mediterranea, ricco di anfratti (zone tufacee), ad un altitudine di 100-300 m s.l.m., anche 
se i flebotomi possono adattarsi anche ad altitudini di poco superiori ai 1000 m. Biocca 
et al., (1977) riportano di aver catturato P. ariasi e P. perniciosus a 1060 m in provincia 
di Imperia, nonché, il solo P. perniciosus a 805 m a Vinadio in Piemonte, a 900 m negli 
Abruzzi, a 880 m in Sicilia e a 800 m in Sardegna.
Le aree del cane punte con maggior frequenza sono: testa, dorso del naso, padiglioni 
auricolari,  addome,  superficie  interna  e  parte  distale  degli  arti.  Come  spiegato  nel 
paragrafo patogenesi, la puntura provoca reazioni allergiche più o meno gravi causate 
dalla  deposizione  di  saliva,  che  contiene  sostanze  farmacologicamente  attive  come 
anticoagulanti e vasodilatatori che aiutano la suzione prima del pasto di sangue. 
2.6 -  Distribuzione in aree endemiche
I flebotomi si trovano in tutte le parti del mondo, ma abbondano soprattutto nelle zone 
calde e torride.
In  Italia,  numerosi  autori  hanno  condotto  ricerche  sui  flebotomi  come  vettori  della 
leishmaniosi e sulla loro distribuzione nel territorio. 
Il territorio Nazionale è caratterizzato dalla presenza di otto specie di flebotomi,  che 
appartengono a due generi,  Phlebotomus e Sergentomyia,  ed includono:  Phlebotomus 
perniciosus Newstead, 1911,  Phlebotomus perfiliewi Parrot, 1930, Phlebotomus ariasi 
Tonnoir,  1921, Phlebotomus neglectus Tonnoir, 1921, Phlebotomus papatasi  Scopoli, 
1786,  Phlebotomus  mascittii Grassi,  1908,  Phlebotomus  sergenti Parrot,  1917  e 
Sergentomyia minuta Rondani, 1843 ( Maroli  et al., 1994, 1998; D’Urso et al., 2004).
Un monitoraggio costante della presenza dei  vettori nei nuovi focolai di leishmaniosi è 
fondamentale per valutare l'espansione geografica della malattia (Viviana D. Tarallo et  
al., 2010). 
Per un quadro generale sulla loro diffusione e densità bisogna fare riferimento al lavoro 
condotto da Biocca  et al (1977), da cui è emerso che, su 42.242 flebotomi raccolti, le 
specie più diffuse risultavano S. minuta (20.184), P. perniciosus  (12.940) e P. perfiliewi 
(8.480). 
P. perniciosus era presente nella maggior parte delle regioni italiane con una densità più 
alta nella costa tirrenica e ionica ed anche in Sicilia e Sardegna e P. perfiliewi aveva 
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anch'esso un'ampia distribuzione, ma sul versante adriatico degli Appennini, dall'Emilia-
Romagna  fino agli  Abruzzi.   Altri  focolai  importanti  di  questa  specie  si  trovano in 
Toscana, Calabria e Sicilia. E altresì presente in Sardegna.
P. neglectus, In passato sembrava essere presente limitatamente ad alcune regioni del 
sud Italia ( Puglia, Calabria e Sicilia) ma recentemente è stato rinvenuto anche nel nord-
est dell’Italia ( provincia di Verona) (Maroli et al., 1994, 1995, 2002) ed in Piemonte a 
Chiaverano, presso Ivrea (Capelli et al., 2004). Risultati precedenti sono in linea con le 
relazioni di P. neglectus in Italia (Maroli et al., 2008), dove questa specie è stata trovata 
al livello del mare, lungo le foci costiere di regioni meridionali italiane, e nelle zone 
collinari fino a 1300m sopra livello del mare (Maroli  et al., 2002) e con le relazioni 
svolte nel 2008-09 nel sud Italia (Viviana D. Tarallo et al., 2010).
Il gruppo di Maroli ha valutato la dinamica stagionale di P. perniciosus in Sicilia ed è 
stata rilevata la presenza di questo flebotomo per sei mesi, da Maggio a Novembre. Gli 
stessi  Autori  riportano,  per  la  Toscana (valutazione  risalente  al  1974) un periodo di 
attività  più breve,  per  questa  specie,  da va Giungo ad Ottobre.  Studi  di  Viviana  D. 
Tarallo et al., 2010 mostrano che nel 2008 e 2009, la maggior parte dei flebotomi sono 
stati raccolti in Luglio e Agosto, quando la temperatura media mensile è più alta (cioè, 
27,09-28,02°C)  e  vi  è  la  più  bassa  umidità  relativa  media  mensile  (47,28% fino  al 
56,36%).Il  rischio,  quindi,  di  essere morsi  dai flebotomi è maggiore durante l'estate, 
quando c'è anche un maggiore movimento di turisti nel sud Italia e, in generale, nell'area 
mediterranea.
P. perniciosus è una specie antropofila e zoofila e risulta presente in ambiente domestico 
in aree urbane e periurbane (prevalenza 65,6%) ma anche rurali,  nonché in ambiente 
silvestre, distante dalle abitazioni (prevalenza 21,8%) (Biocca et al., 1977; Maroli et al., 
1994). La facilità con la quale P. perniciosus è in grado di colonizzare differenti aree, e 
ambienti  contigui,  la  sua  vasta  diffusione,  potrebbero  spiegare  la  sua  alta  capacità 
vettoriale  e lo renderebbero una delle specie di flebotomi più interessanti dal punto di 
vista epidemiologico. Esso, infatti, è in grado di diffondere la leishmania da un focolaio 
all'altro.  La  sua  plasticità  biologica  spiega  perché  è  uno  delle  specie  di  vettori  più 
ubiquitari  nel  sud Europa ed  il  maggior  vettore  di  L.  infantum nel  Vecchio  Mondo 
(Ready, 2010). 
Dati sull’infezione naturale offrono una prova ulteriore del fatto che P. perniciosus può 
trasmettere  diversi  zimodemi  di  L.  infantum,  i  quali  possono  causare  nell’uomo 
entrambe le forme di leishmaniosi: viscerale e cutanea (Gradoni et al., 1991).
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P. perfiliewi, appare frequente solo negli  ambienti  domestici  con una prevalenza del 
25,5%  (se rilevata con trappole oleate) e dell'88,1%  (se rilevata con trappole luminose); 
in ambienti selvatici la presenza della specie, risultata dalla cattura con trappole oleate, è 
stata solo dello 0,5% (Maroli et al., 1987). P. perfiliewi è il vettore più probabile della 
leishmaniosi cutanea dell'uomo (Maroli et al., 1987).
P.  neglectus, è  sospettato  di  trasmettere  la  leishmaniosi  viscerale  e  la  leishmaniosi 
canina. Dati recenti mostrano una presenza in aree peri-urbane del sud Italia (Capelli et  
al., 2004).
Studiosi,  indicano,  inoltre,  che  distribuzione  e  abbondanza  dei  flebotomi  non  sono 
influenzati solo da fattori climatici, ma anche da altri fattori ambientali (ad esempio, la 
presenza e l'abbondanza di potenziali siti di riproduzione) e dalla disponibilità di ospiti 
adatti, che, in ultima analisi, hanno un impatto sulla loro ecologia (Viviana D. Tarallo et  
al., 2010). 
Così,  la  diffusione  della  leishmaniosi  nelle  aree  urbane  è  favorita  dalla  capacità  di 
adattamento  dei  flebotomi  ad  ambienti  umani  modificati.La  comprensione  delle 
interazioni che avvengono tra cambiamenti ambientali nelle zone urbane e i vettori è un 
prerequisito  per  lo  sviluppo  di  adeguate  azioni  di  prevenzione  e  strategie  di 
controllo.Esiste una relazione tra presenza del flebotomo vettore, e trasmissione della 
malattia (Tabella 3 A e B). 
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A) Sharma e  Singh, 2008.  J Vector Borne Dis.
Tabella 3:  E' mostrata la distribuzione geografica delle specie di vettore, della Leishmania spp. e delle 
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B) Sharma e  Singh, 2008.  J Vector Borne Dis.
Tabella 3:  E' mostrata la distribuzione geografica delle specie di vettore, della Leishmania spp. e delle 
manifestazioni  cliniche  nell'uomo;  A)  si  riferisce  al  Vecchio  Mondo, B)  si  riferiche  al  Nuovo 
Mondo. 
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3 - La trasmissione
In Europa ci sono solo due cicli di trasmissione con provato endemismo a lungo termine 
(Ready,  2008;  Desjeux,  1991):  Leishmaniosi  umana  (HumL)  zoonotica  viscerale  e 
cutanea  causata  da  L.  infantum in  tutta  la  regione  mediterranea  e,  Leishmaniosi 
antroponotica cutanea umana causata da L. tropica che si sta verificando sporadicamente 
in Grecia (Ready, 2010). 
Entrambe  le  forme  costituiscono  importanti  problemi  di  sanità  pubblica  mentre  la 
leishmaniosi viscerale zoonotica è anche un importante problema veterinario.
Queste due grandi categorie sono raggruppate a seconda della fonte di infezione umana: 
le  leishmaniosi  zoonotiche,  in  cui  l'ospite  definitivo,  serbatoio,  è  dato  da  animali 
selvatici,  commensali  o  animali  domestici,  e  le  leishmaniosi  antroponotiche,  in  cui 
l'ospite serbatoio è l'uomo. La maggior parte dei casi appartiene al primo gruppo.
In generale, per far si che la catena infettiva permanga e si perpetui in una popolazione 
(garantisca  cioè  la  sopravvivenza  del  protozoo),  il  parassita  deve  avere  un  habitat 
naturale  in  cui  riprodursi  e  l'opportunità  di  diffondere  ad  altri  ospiti  suscettibili. 
Necessita, quindi,  di un serbatoio d'infezione o  reservoir,  in cui di  norma risiede,  si 
moltiplica e da esso, primariamente, dipende per la sopravvivenza.
In tutto  il  mondo,  la  maggior  parte  dei  cicli  di  trasmissione  zoonotici,  coinvolgono 
animali, come roditori, marsupiali, scimmie, cani e canidi selvatici (WHO, 1990). 
Alcuni studi hanno riscontrato animali selvatici quali lupo, volpe (Rioux et al., 1968)  e 
roditori (topi e il ratto nero) (Helal et al.,1987; Bettini et al.,1980) , in cui è stata isolata 
la L. infantum e che si è supposto possano fungere da “serbatoio”.
È stata proposta l'esistenza di un ciclo selvatico autonomo o semi-autonomo nel bacino 
del Mediterraneo dopo il ritrovamento di volpi infette nel sud della Francia, in Italia, 
Spagna e Portogallo. 
Il cane potrebbe rappresentare l’anello che unisce ciclo selvatico (mantenuto da serbatoi 
selvatici e flebotomi) e ciclo domestico.
L'eventuale partecipazione di altri ospiti serbatoio, compresi soggetti infetti asintomatici 
(Costa et al., 2002) e altri animali domestici come i gatti (Maroli et al., 2007; Maia et  
al.,  2008; Mancianti,  2004), nel ciclo di trasmissione di  L. infantum non può essere 
esclusa.
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I gatti domestici potrebbero essere ospiti secondari di  L. infantum nel sud dell'Europa 
(Marty et al., 2007).  
Molti  studi hanno confermato  il  ruolo del  cane domestico  come principale  reservoir 
dell'agente eziologico della Leishmaniosi viscerale in Cina, nel bacino del Mediterraneo 
e  in  America  (Ashford,  1996;  Moreno e Alvar,  2002;  Desjeux,   2004;  Gramiccia  e 
Gradoni, 2005; Lainson e  Rangel, 2005; Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006). Il cane 
è il solo reservoir di principale importanza in ambito veterinario. 
Il cane è un efficiente serbatoio perchè: 
-  spesso è sensibile all'infezione L. infantum (Moreno e Alvar, 2002), anche se alcune 
razze sembrano essere più resistenti di altre; 
-  nelle  zone in  cui  la  leishmaniosi  viscerale  zoonotica  è endemica,  la  prevalenza  di 
infezione  da  L.  infantum nei  cani  è  spesso  elevata,  con  un'alta  percentuale  di  casi 
asintomatici (Dantas-Torres et al., 2006); 
-  possono  presentare  un  parassitismo  cutaneo  intenso,  aumentando  la  possibilità  di 
trasmissione (Ashford, 1996; Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006); 
-  vivono vicino o dentro le abitazioni dell'uomo, raggiungendo alte densità nel territorio 
e questo favorisce il mantenimento del ciclo domestico di trasmissione di  L. infantum 
(Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006);
-  possono rimanere infetti senza mostrare evidenti segni clinici di leishmaniosi viscerale 
per anni e anche per tutta la loro vita (Moreno e Alvar, 2002); 
-  lo zimodema MON-1 di L. infantum, che è responsabile della maggior parte dei casi di 
leishmaniosi  viscerale  in  tutto  il  bacino  del  Mediterraneo,  è  anche  lo   zimodema 
predominante isolato da cani (Pratlong et al., 2004).
E' stato dimostrato che sia i cani asintomatici che quelli sintomatici possono infettare i 
flebotomi (Molina et al., 1994) e mantengono l'infettività  anche dopo la terapia e dopo 
la completa guarigione clinica (Alvar et al.,1994).
A differenza  della  leishmaniosi  antroponotica,  l'uomo nella  leishmaniosi  zoonotica  è 
considerato come ospite accidentale o occasionale che non contribuisce alla trasmissione 
e si infetta per puntura del flebotomo che ha succhiato il sangue del cane parassitato. 
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Tabella  4: Sono  riportate  le  specie  responsabili  della  leishmaniosi  zoonotica  con  indicazione  del 
principale serbatoio d'infezione e della distribuzione geografica. 
La Tabella 4 mostra tra le 15 specie riconosciute infettive per l’uomo le 13 che hanno 
natura  zoonotica. 
Per le due specie che hanno una trasmissione esclusivamente antroponotica, come la L.  
donovani (leishmaniosi  viscerale)  e  la  L.  tropica (leishmaniosi  cutanea),  è  stata 
osservata la presenza di un ospite animale serbatoio in alcune zone endemiche, come, il 
Sudan  orientale  per  la L.  donovani (Dereure  et  al., 2003),  il  Marocco,  l’Israele 
settentrionale  e  l’Iran  per  la  L.  tropica (Dereure  et  al.,  1991,  Jacobson et  al.  2003, 
Mohebali et al. 2005)
Comunque la via di trasmissione naturale, principale, per  L. infantum, come per altre 
Leishmanie spp., si attua attraverso la puntura di femmine ematofaghe di flebotomi. Il 
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Gramiccia e Gradoni. 2005, Int. J. Parasitol.
flebotomo, infatti, effettuando il pasto di sangue da un animale infetto può trasmettere 
l'infezione  durante  un  pasto  di  sangue  successivo  (Bates,  2007)  inoculando  i 
promastigoti  metaciclici.  Dalla cute,  sito primario d'infezione nei mammiferi  ospiti,  i 
promastigoti,  sono  fagocitati  da  parte  di  macrofagi  e  cellule  correlate.  In  essi  si 
trasformano in amastigoti e spesso provocano una ulcera cutanea e lesioni al sito del 
morso.
Nel nostro paese, non esiste contagio inter-umano né diretto (uomo-uomo), né indiretto 
(uomo  -  flebotomo  -  uomo)  e  ciò  perché  le  leishmanie  nell’organismo  umano  si 
localizzano principalmente negli organi del sistema reticolo-endoteliale (fegato, milza, 
midollo osseo, linfonodi). 
Altre possibili vie di trasmissione:
Per l'uomo si  sono riscontrati  casi  eccezionali  di  trasmissione tramite  le vie veneree 
(Symmers, 1960), la via congenita (Eltoum et al.,1992), trasfusione di sangue (Cardo, 
2006; Bruce-Chwatte, 1972), o tramite scambio di siringhe infette tra tossicodipendenti 
(Chicharro  et  al.,  1999).  Non  si  esclude  un'altra  via  di  contagio  come  l'ingestione 
volontaria o accidentale dei flebotomi infettanti (Killick- Kendrick, 2002).
Per quanto riguarda il cane, sono state documentate trasmissioni: attraverso trasfusioni 
di sangue (De Freitas et al., 2006); congenite dalla madre al cucciolo, anche se sembra 
essere rara (Mancianti e Sozzi, 1995; Diniz et al., 2005); sperimentali  transplacentari in 
cuccioli nati da beagle (maschio e femmina) infetti (Rosypal et al., 2005). Le indagini in 
cani  naturalmente  infetti,  tuttavia,  hanno  riportato  dati  in  conflitto  (Andrade  et  al.,  
2002). 
In ultimo, in questi ultimi anni, modalità di trasmissione secondaria, sono state oggetto 
di discussioni e speculazioni, ma hanno anche portato a conclusioni fuorvianti sul ruolo 
delle zecche (Rhipicephalus sanguineus) come vettori di  Leishmania. Sono necessarie 
ulteriori  ricerche  per  capire  meglio  la  loro  partecipazione  alla  epidemiologia  della 
leishmaniosi (Filipe Dantas-Torres, 2011).
L'ipotesi  che  la  leishmaniosi  può  essere  trasmessa  attraverso  il  morso  di  ematofagi 
invertebrati  diversi  flebotomi  (es.  pulci,  zecche)  non  è  supportata  da  convincenti 
evidenze sperimentali (WHO Technical Report Series  949, 2010).
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4 - Patogenesi
Quando il flebotomo punge l'uomo o il mammifero durante il pasto di sangue, inocula le 
leishmanie  (promasigoti  metaciclici)  nel  suo  derma,  così,  inizia  l'interazione  ospite 
parassita.  L'organismo,  a  questo  punto,  mette  in  atto  il  primo  sistema  di  difesa:  la 
fagocitosi del parassita da parte dei macrofagi cutanei residenti.
Il  macrofago  circonda  il  parassita  in  un  vacuolo,  fagosoma,  che  fondendosi  con  il 
lisosoma forma il fagolisosoma o vacuolo parassitoforo.  In esso, la cellula, cerca di 
eliminarlo attraverso una cascata di metaboliti a base di ossigeno, come l'ossido nitrico, 
e  attraverso  la  liberazione  di  idrolasi  lisosomiali  scaricate  all'interno  del  vacuolo 
parassitoforo. La Leishmania può eludere queste difese non specifiche sopravvivendo e 
moltiplicandosi all'interno dei macrofagi (Handman et al., 2002).
In queste prime fasi, in un tempo piuttosto breve, e attraverso significativi cambiamenti 
biochimici  e  metabolici,  passano alla  forma  amastigote  (requisito  importante  per  lo 
stabilirsi  dell’infezione),  si  moltiplicano  fino a  riempire  tutta  la  cellula  ospite   e  ne 
provocano la lisi (Figura 6). Si ha, così, l'invasione di nuovi fagociti mononucleati che 
fungono da  veicolo  per  il  passaggio  in  circolo  e  il  raggiungimento  degli  organi  del 
sistema reticolo-endoteliale (fegato, milza, midollo, linfonodi).
Figura 6: Rappresentazione schematica della moltiplicazione della Leishmania spp. nell'endosoma. 
  
All'interno  dell’organismo,  l'adesione  alla  membrana  cellulare  dei  promastigoti  ai 
macrofagi è mediata, con meccanismi complessi, da diverse molecole di superficie del 
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protozoo, quale il lipofosfoglicano (LPG),la glicoproteina GP63, e la fibronectina e da 
recettori specifici presenti sui macrofagi, tra cui i recettori del complemento CR 1 e 3, 
recettori della fibronectina e recettori simil-Toll TLR2 (Beverley e Turco, 1998; Mosser 
et al., 1997; 1987).
Questi  ultimi  sembrano  avere  un'influenza  nel  regolare  negativamente  percorsi  che 
portano alla soppressione dell'espressione di alcune citochine (Ranadhir et al., 2007).
Diversi  studi  mostrano  che  le  molecole  di  superficie  del  protozoo,  sopra  citate, 
subiscono  dei  profondi  rimaneggiamenti  durante  il  processo  di  metaciclogenesi  e  si 
suppone  che  questi  cambiamenti  facciano  acquisire  al  parassita  maggiore  virulenza 
(Chang e McGwire, 2002).
E' stato dimostrato che in realtà le prime cellule che fagocitano le forme promastigote 
sono i  granulociti  neutrofili,  richiamati  nel sito d'infezione,  i quali  fagocitano,  senza 
uccidere  il  microrganismo.  Questi  granulociti  producono  citochine  che  attraggono  i 
macrofagi i quali a loro volta li fagocitano e quindi la Leishmania, internalizzata tramite 
questa via indiretta, riesce a resistere, sopravvivere e moltiplicarsi fino a provocare la 
distruzione della cellula parassitata. 
Le  leishmanie  resistono  all'attività  fagocitaria  del  macrofago  grazie  a  diversi 
meccanismi. 
All'interno  dei  macrofagi,  il  promastigote  perde  il  flagello  e  riassume  la  forma  di 
amastigote. La trasformazione in amastigote è probabilmente stimolata dal cambiamento 
di temperatura(da 31 fino a 37°C negli organi interni) e da altri fattori poco noti. 
Il parassita mette in atto meccanismi mediati dalle molecole di superficie GP63, LPG in 
grado di influenzare la fusione del fagolisosoma del macrofago. 
Gli  amastigoti,  metabolicamente  più  attivi  in  ambiente  acido  (caratteristico  del 
fagolisosoma),   risultano possedere una certa  refrattarietà,  della parete, ai metaboliti 
cellulari  prodotti,  e  la  capacità  di  produrre,  localmente,  sostanze  ad  azione  anti-
enzimatica  in  grado  di  inibire  l’attività  del  macrofago  stesso.  In  particolare,  sono 
presenti due molecole  la superossido dismutasi  e la perossidocina che si ritiene possano 
ridurre  i  derivati  dei  nitriti  (cioè,  specie  reattive  dell'azoto)  e  le  sostanze  intermedie 
reattive dell'ossigeno. Inoltre, le concentrazioni di regolatori di alcune proteine chinasi 
PKC, come lo ione calcio e  il diacilglicerolo, sono alterate. Ne consegue l'inattivazione 
del  complesso  NADPH  ossidasi,  sito,  sulla  membrana  del  fagolisosoma  e  di 
conseguenza  l'inibizione  del  burst ossidativo,  richiesto  per  l'uccisione  del  parassita 
(Ranadhir et al., 2007). 
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Un'altro  dei  meccanismi  con  cui  questi  parassiti  possono  sfuggire  alla  risposta 
immunitaria protettiva dell'ospite è la perdita della capacità del macrofago di processare 
e presentare l'antigene. E' essenziale, per il controllo dell'infezione da Leishmania spp., 
l'espansione dei linfociti Th1 CD4+ che avviene grazie alla presentazione dell'antigene 
attraverso  il  complesso  maggiore  di  istocompatibilità  II  (MHCII),  che  le  cellule 
effettuano  andando  a  stimolare  i  linfociti  T. E'  stato  dimostrato  che  L.  donovani 
sopprime l'espressione del MHCI nei macrofagi infettati,  mentre, cellule infettate con 
L.amazonensis e  L. major  mostrano un processamento difettivo dell'antigene esogeno 
(James Alexander et al., 1999).
La progressione dell'infezione dipende dall'efficienza della risposta immunitaria cellulo-
mediata ed umorale dell'ospite (Alvar et al., 2004). 
Molti altri fattori, comunque, possono influenzare l'esito dell'infezione e la patogenesi, 
come ad esempio: il vettore (ripetute punture infettive soprattutto nei cani, l'iniezione 
intradermica  di  saliva  dei  flebotomi),  il  parassita  (virulenza)  e  l'ospite  (componenti 
genetiche,  risposta  immunitaria,  profili  delle  citochine,  condizioni  nutrizionali,  altre 
patologie concomitanti) (Banuls et al., 2007; Manolis N. Saridomichelakis, 2009). 
Di seguito si prendono in esame i differenti fattori:
-Vettore. Studi mostrano come la saliva iniettata attraverso la puntura può essere un 
momento importante che contribuisce al meccanismo patogenetico. Infatti, il flebotomo 
non si  limita  all'inoculazione meccanica,  passiva,  dei promastigoti,  ma ne promuove 
attivamente l'iniziale penetrazione e la successiva propagazione. Le sostanze della saliva 
dell'insetto comprendono componenti farmacologicamente potenti come, vasodilatatori, 
inibitori  della  coagulazione  del  sangue,  anestetici  locali  e  fattori  con  proprietà 
immunomodulanti  che facilitano l'instaurarsi  dell'infezione da parte della  Leishmania 
(Ribeiro, 1989; Theodos e Titus 1993; Lerner et al., 1991; Hall e Titus, 1995; Sacks e 
Kamhawi, 2001).
E' stato osservato  un effetto inibitore sul sistema del complemento in estratti salivari 
ottenuti da  flebotomi delle specie  Lutzomyia longipalpis e  L. migonei  (Cavalcante  et  
al., 2003).
-Parassita. La virulenza di un agente patogeno è definito dal suo grado di patogenicità, 
e dalla sua capacità di stabilire e mantenere l'infezione. Il protozoo  della  Leishmania 
spp.  ha  sviluppato  meccanismi  molecolari  indispensabili  allo  stabilirsi  dell'infezione. 
Essi  sono  mediati  da  determinanti  invasivi/evasivi,  rappresentati,  in  gran  parte,  da 
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molecole  di  superficie  e  secrete  delle  cellule  del  parassita,  e  coinvolgono le  fasi  di 
legame, ingresso, sopravvivenza e moltiplicazione nel macrofago. 
Determinanti patoantigenici,  rappresentati  da  molecole  citoplasmatiche  altamente 
conservate, sono responsabili di meccanismi che portano alla risposta immune. Questi, 
quindi, possono determinare l'immunopatologia manifesta sotto forma di segni o sintomi 
clinici (Chang  et al., 2003;  Kebaier  et al., 2001;  Garin  et al., 2001; Ranadhir  et al., 
2007).
-Ospite.  La  predisposizione  genetica  gioca  senza  dubbio  un  ruolo  importante  nel 
determinare gli esiti della malattia. Studi nei topi e nell'uomo hanno dimostrato che più 
loci  genetici  influenzano  il  successo  dell'infezione,  coinvolgendo  anche   la  risposta 
immunitaria acquisita e innata contro il parassita. 
Diversi studi sperimentali in vivo e vitro effettuati  in ospiti di specie diverse mostrano 
che  la  competenza  immunologica  dell'individuo  è  indispensabile  per  combattere  la 
crescita del parassita in esame.
In ospiti  normorecettivi  il  protozoo stimola l’attivazione delle difese immunitarie sia 
umorali(anticorpi anti-Leishmania a titolo elevato già nelle prime fasi della malattia) che 
cellulo-mediate.  Studi  sperimentali  hanno  dimostrato  che  l'esito  dell'infezione  è 
strettamente  connesso  al  tipo  di  risposta  immune che  viene  innescata.  L’immunità 
protettiva  è,  infatti,  cellulo-mediata  (linfociti  T  CD4+)  ed  in  particolare  il  controllo 
dell'infezione,  l'evoluzione  della  malattia  o  la  guarigione,  sono  legati  al  fenotipo  T 
helper  (Th)  attivato  (Liew  et  al.,  1990).  I  linfociti  T  CD4+  sono  responsabili  del 
riconoscimento degli antigeni presentati dalle cellule APC (Antigen Presenting Cells). 
Le  cellule  che  presentano  l'antigene  possono  essere  macrofagi  tissutali,  cellule  di 
Langherans, cellule dendritiche o cheratinociti; queste cellule, una volta fagocitate le 
Leishmanie,  le  demoliscono  e  ne  processano  gli  antigeni,  che  espongono  poi  in 
superficie, presentandoli ai linfociti T helper. Nell’ambito della popolazione dei linfociti 
T CD4+ si hanno due sottopopolazioni (fenotipiche) (Figura 7): i linfociti Th1 ed i Th2. 
I  primi  (Th1),  se  attivati,  determinano  un'evoluzione  benigna  dell’infezione  perché 
proteggono l’organismo attraverso l’elaborazione di citochine (interferone gamma, IFN-
, interleuchina  IL-2,  tumor necrosis factor  TNF-, IL-12) che stimolano l'attività dei 
macrofagi. 
Al  contrario  le  citochine  (IL-4,  IL-5,  IL-6,  IL-10  ed  il  fattore  di  stimolazione  dei 
linfociti  B)  prodotte  dai  secondi  (Th2)  non  proteggono  l'organismo  dall'aggressione 
delle  leishmanie  perché  richiamano,  nel  sito  di  partenza  dell'infezione,  macrofagi 
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immaturi  a  bassissimo  potenziale  antiparassitario;  pertanto  favoriscono  l'evoluzione 
della  malattia,  in  quanto  permettono  una  persistenza  delle  leishmanie, “protette” 
all'interno  dei  macrofagi,  ed  una  loro  diffusione  sistemica  (Pinelli  et  al.,  1994).  La 
questione fondamentale, sostanzialmente insoluta, riguarda la conoscenza dei fattori che 
inducono una risposta prevalentemente Th1, associata alla risoluzione dell'infezione e 
quindi  alla  protezione dei  soggetti  infetti,  o  prevalentemente Th2,  responsabile  della 
progressione dell’infezione verso la malattia. 
Figura 7: Rappresentazione schematica della maturazione e differenziazione del linfociti helper 1 e 2. 
Sono indicate le citochine coinvolte e la risposta immunologica. 
La maggior  parte  degli  studi sulla risposta immunitaria  all'infezione  da  Leishmania 
sono stati  condotti  sul  topo.  E'  emerso  che  in  topi  infetti  con  Leishmania  major,  il 
predominio della risposta Th1 o Th2 può determinare la resistenza o la suscettibilità alla 
malattia.   Infatti,  dopo l’infezione  i  topi  dei  ceppi  resistenti  al  protozoo producono 
grosse  quantità  di  IFN- in  risposta  agli  antigeni  di  Leishmania,  mentre  i  ceppi 
suscettibili, cioè colpiti da leishmaniosi ad esito fatale, producono maggiori quantità di 
IL-4 in risposta all’infezione. L’IFN- attiva i macrofagi ed incrementa la distruzione 
intracellulare di  Leishmania, mentre livelli elevati di IL-4 inibiscono l’attivazione dei 
macrofagi. Il trattamento di topi suscettibili con IL-12 al momento dell’infezione è in 
grado di indurre resistenza. 
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Le  cellule  natural  killer  (NK)  attivate  da  IL-12  espressa  dai  macrofagi  (o  cellule 
dendritiche)  sono  la  fonte  primaria  di  IFN- precoce  che,  non  solo  gioca  un  ruolo 
importante nel controllare la precoce resistenza a  L. major, ma è anche coinvolta nel 
promuovere la differenziazione Th1 nei topi resistenti.
Il  dicotomico  modello  Th1/Th2  nello  sviluppo  della  malattia  dimostrato  per  L.  
mexicana e  L.  major  non è  stato  osservato  nella  leishmaniosi  viscerale  del  topo e 
dell'uomo causata da L. donovani. Anche se la resistenza alle infezioni di L. donovani è 
associata alla produzione di IFN-, citochine tipiche del fenotipo Th2 non determinano 
la suscettibilità. Infatti, topi IL-4-/-  sono leggermente più suscettibili alle infezioni di L. 
donovani  che  topi  controllo  wild-type.  In  questo  contesto  IL-4  può  avere  un  ruolo 
protettivo contro la leishmaniosi viscerale (James Alexander et al., 1999).
Per quanto concerne la situazione nel cane, la leishmaniosi canina, in forma sintomatica, 
è stata associata ad alterazioni immunitarie a carico delle cellule T (Barbiéri, 2006). 
Queste alterazioni comprendono: una mancata reazione di ipersensibilità ritardata agli 
antigeni di Leishmania (Cardoso L. et al., 1998; Pinelli et al., 1994; Solano-Gallego et  
al., 2000), calo della conta di linfociti T nel sangue periferico (Pinelli et  al., 1994; De 
Luna  et al., 1999; Martínez-Moreno  et al., 1995), mancata  produzione di interferone 
gamma (IFN-) e interleuchina 2 (IL-2) da parte delle cellule mononucleate del sangue 
periferico  (PBMC)  in  vitro  (Pinelli  et  al.,  1994,  1995,  1999;   Santos-Gomes  et  al., 
2002).
Negli  animali  sintomatici  inoltre  è  stata  evidenziata  la   presenza  di  elevati  titoli 
anticorpali  anti-Leishmania,  del  tutto  privi  di  attività  protettiva  (Pinelli  et  al.,  1994; 
Martínez-Moreno A. et al., 1995; Abranches et al., 1991; Barbiéri, 2006).
In questi soggetti  ammalati la continua sollecitazione delle cellule immunocompetenti, 
indotta  dai  parassiti  posti  al  riparo nei  fagociti,  comporta  uno squilibrio  del  sistema 
immunitario, con iperfunzione della risposta umorale (non protettiva), ed anomalie in 
quella  cellulo-mediata.  Questo  determina  uno  stato  immunopatologico caratterizzato 
essenzialmente da immunodepressione e produzione di immunocomplessi circolanti (De 
Luna et al., 1999).
La  resistenza alla leishmaniosi canina, nei cani infetti da L. infantum, è stata associata 
all’attivazione di linfociti Th1 in grado di produrre IFN-, IL-2 e TNF-α (Pinelli et al., 
1994), ed indurre, nei macrofagi, un'attività anti-leishmania.
Ancora  poco  studiato  e  non  ben  definito  è  il  ruolo  dell'IL-12  nell’induzione  e  nel 
mantenimento di una risposta di tipo Th1 e quello delle citochine Th2.
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In cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) stimolate con l’antigene sono 
state osservate risposte miste Th1 e Th2, in cani asintomatici, ed è  stata dimostrata la 
presenza di trascritti  mRNA di IL-2, IFN- e IL-10.
Nonostante l’IL-10 secreta da cellule T CD25+CD4+ sia stata ritenuta coinvolta nella 
leishmaniosi murina ed umana, nella leishmaniosi canina il coinvolgimento di queste 
cellule non è  ancora ben chiaro.
In cani naturalmente infetti  con  L. infantum è stata osservata una riduzione sia della 
popolazione CD4+ che CD8+ e il ripristino di valori fisiologici è avvenuto solamente 
dopo il trattamento farmacologico (Bourdoiseau G. et  al., 1997).
L'assenza di una risposta immunitaria cellulo-mediata costituisce un aspetto chiave nella 
patogenesi della malattia e nella sua progressione.
Come mostrato  in  Figura 8,  possiamo  dire  che  l'infezione  da  Leishmania  infantum 
sembra  indurre  risposte  miste  Th1  e  Th2  e  l'equilibrio  tra  questi  due  percorsi  ha 
un'importanza rilevante nel controllo della replicazione del protozoo come pure nella 
progressione e guarigione della malattia. Comunque la predominanza della risposta Th1 
sembra correlata con la resistenza dei cani alla malattia. Un'immunità cellulo-mediata 
difettiva  porta  ad  una  moltiplicazione  incontrollata  del  parassita  e  alla  conseguente 
attivazione dei linfociti  B, con la sovrapproduzione di immunoglobuline (Manolis N. 
Saridomichelakis, 2009).
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Figura 8: schematizzazione della risposta mista Th1, Th2 e della possibile evoluzione dell'infezione nel 
cane.
Per quanto concerne la risposta immunitaria umorale, essa è presente in modo marcato 
in fase di leishmaniosi  canina ed i  livelli  di immunoglobuline  Leishmania-specifiche 
rilevate  in  cani  sintomatici  sono  maggiori  di  quelli  presenti  in  cani  infetti  ma 
asintomatici. 
Una marcata associazione è stata trovata tra questi livelli, lo stato clinico e  la densità 
del parassita nei tessuti (Reis et al., 2006).
Molti  studi hanno rivolto attenzione all'analisi  dei livelli  delle  classi  e sottoclassi  di 
anticorpi  e  la  possibile  relazione  con  la  presenza  e/o  severità  di  segni  clinici. 
Attualmente però i risultati risultano confusi e discordanti.
In uno studio, ad esempio, è stata individuata una  correlazione diretta tra l’induzione di 
alti livelli di anticorpi anti-Leishmania di tipo  IgG1 e la comparsa dei segni clinici in 
cani con infezione da L. infantum, mentre la presenza di anticorpi di tipo IgG2 è stata 
associata  a  forme  asintomatiche  dell’infezione  (Nieto  G.  et  al.,  1999).  In  ogni  caso 
questi risultati non sono stati confermati da altri studi in cui cani con reazioni cutanee 
positive  di  ipersensibilità  ritardata  hanno  manifestato  una  risposta  immunitaria 
polimorfica,  variabile  tra casi  di  sieronegatività  fino a titoli  positivi  di  IgG1 o IgG2 
(Solano-Gallego et al., 2000; Bourdoiseau et al., 1997). Livelli elevati di IgG2 sono stati 
rinvenuti in cani sintomatici (Leandro C. et al., 2001) e in cani brasiliani naturalmente 
infetti si è osservata una sovraregolazione di tutte le classi di IgG, nonostante le IgG2 
fossero elevate in maniera minore (Quinnell R.J. et al., 2003). Più recentemente, è stato 
dimostrato che in cani sintomatici   provenienti da diverse aree endemiche è presente 
un’elevato  titolo  di  IgE,  accanto  alle  IgG1,  il  che  renderebbe  le  prime  potenziali 
marcatori d'infezioni attive (Almeida M.A.O. et al., 2005; Iniesta L. et al., 2005).
Amastigoti e promastigoti sono in grado di opporsi agli anticorpi sierici agganciandoli 
mediante  gli  antigeni  di  superficie  e  poi  eliminandoli  come  immunocomplessi,  al 
contempo ricostituendo, secondo un turnover assai breve (3,5 - 4 ore), gli antigeni di 
superficie andati perduti.
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4.1 -  Patogenesi nel cane
La  Leishmania può  infettare  molti  differenti  tipi  di  cellule,  quelle  del  sistema  dei 
fagociti mononucleati(macrofagi, cellule di Kupffer), le cellule dendritiche, fibroblasti, 
cellule  endoteliali,  epatociti,  neutrofili,  eosinofili  e  persino  le  cellule  neoplastiche  e 
quindi invadere quasi tutti i tessuti e gli organi del corpo, compreso il sistema nervoso 
centrale. I macrofagi, però, sono le principali cellule coinvolte nell'infezione e possono 
assolvere alla funzione di trasporto del parassita prima ai linfonodi regionali e poi al 
resto del corpo. La presenza di parassiti in numerosi siti dell'organismo causa reazioni 
che sono  responsabili della comparsa di lesioni e di sintomi nella leishmaniosi  canina.
Nella  leishmaniosi  canina(malattia  multisistemica  con  segni  clinici  variabili),  sono 
coinvolti  molti  differenti  tessuti  e  organi  del  corpo  attraverso  l'infiammazione 
granulomatosa  e/o  meccanismi  immuno-mediati(ad  esempio  auto-anticorpi,  la 
deposizione di immuno-complessi). 
L'infiammazione ganulomatosa,  caratterizzata da infiltrazione e/o da proliferazione di 
macrofagi,  istiociti,  linfociti,  cellule  plasmatiche  e,  talvolta,  neutrofili  ed  eosinofili, 
sembra particolarmente importante per linfonodi, midollo osseo, milza, fegato, intestino, 
ossa,  sistema  genitale  maschile  e  lesioni  della  mucosa(Barrouin-Melo  et  al.,  2006; 
Manolis N. Saridomichelakis, 2009).
Tali  reazioni  infiammatorie  causano  una  progressiva  alterazione  ed  uno  squilibrio 
funzionale degli organi colpiti(Bourdeau et  al.,  1988).
I meccanismi immuno-mediati, invece, sembrano avere un ruolo centrale nella patologia 
renale(Poli et al., 1991).
Oltre alla produzione di anticorpi specifici è presente una certa quantità di crioglobuline 
e autoanticorpi. Il ruolo negativo di attivazione delle cellule B e la sovrapproduzione di 
immunoglobuline è esemplificata dalla formazione di immuno-complessi composti da 
IgG, IgM e/o IgA(Mancianti et al., 1989).
Gli  immuno-complessi,  non  solo  riducono  ulteriormente  l'attività  fagocitaria  dei 
macrofagi,  ma  aggravano  anche  l'infiammazione  attraverso  l'attivazione  del 
complemento e hanno un ruolo diretto nella immunopatologia di vari tessuti e organi. 
Infine,  in un piccolo numero di casi,  l'attivazione delle cellule  B può anche causare 
deposizione di tessuto amiloide(Manolis N. Saridomichelakis, 2009).
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L'abnorme produzione di anticorpi non protettivi porta a condizioni patologiche quali 
vasculiti,  poliartriti,  ulcerazioni  cutanee  e  glomerulonefriti  dovute  al  deposito  degli 
immunocomplessi a livello della parete dei vasi. Anche fenomeni autoimmuni hanno un 
ruolo fondamentale nella patogenesi della malattia; è stata documentata la produzione di 
autoanticorpi verso eritrociti, trombociti e proteine nucleari(Keenan et al., 1984; Lopez 
et al., 1996).
Entrambi  i  meccanismi  patogenetici,  infiammazione  granulomatosa  e  meccanismi 
immunomediati, hanno probabilmente un ruolo per pelle, muscoli, articolazioni e lesioni 
oculari.
La  localizzazione  nella  cute  e  nei  linfonodi  regionali  o  la  disseminazione,  che  può 
avvenire entro poche ore, dipende dalla resistenza o suscettibilità dell'animale(Ferrer, 
2002).
Ogni  segno  clinico  e  anomalia  d'analisi  di  laboratorio  può  riflettere  una  patologia 
d'organo  singola  o  multipla  o  un  più  complesso  pato-meccanismo(Manolis  N. 
Saridomichelakis, 2009). 
Nella disseminazione i parassiti sono rapidamente distribuiti ai linfonodi e alla milza per 
via linfatica o ematica, e da lì invadono il rene e il fegato. Successivamente si ha una 
diffusione  agli  organi  riproduttivi,  la  pelle,  il  sistema   digerente,  respiratorio,  ecc...
(Alvar et al., 2004).
       Nei linfonodi si riscontra spesso, una linfoadenopatia periferica che rappresenta uno 
dei segni più tipici della leishmaniosi canina.
     I reni sono colpiti in quasi tutti i cani con leishmaniosi canina, e la malattia renale 
potrebbe essere l'unica anomalia evidente nei cani infetti, infatti, sono presenti studi in 
letteratura  in  cui  si  evidenziano  gromerulonefriti  anche  in  cani  considerati 
asintomatici(Baneth et al., 2008). A livello di rene, le lesioni sono caratterizzate da un 
danno tubulare e glomerulare  conseguente alla risposta immunitaria. La malattia renale 
può progredire da proteinuria asintomatica alla sindrome nefrosica o insufficienza renale 
cronica  con  glomerulonefrite,  nefrite  tubulointerstiziale  e  amiloidosi(Koutinas  et  al., 
1999).
Le  lesioni  renali  possono portare  all'ipertensione  che  può amplificare  la  patologia  e 
condurre alla sindrome nefrosica, ed insufficienza renale cronica, che è  la più comune 
causa di morte nella leishmaniosi canina. 
Le  lesioni  ossee  sono  comuni  in  cani  infetti,  dove  si  osservano  tipicamente  lesioni 
proliferative periostale e intramidollare con frequente osteolisi corticale e midollare.
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La  morfologia  epatica  è  alterata  con  la  presenza  di  infiltrati  infiammatori  e  la 
formazione di granulomi,  iperplasia  e ipertrofia delle cellule di Kupffer(Alvar  et al., 
2004).
L’infezione  parassitaria  induce  alterazioni  morfologiche  negli  epatociti,  causando 
modificazioni  del   sistema  endomembrana  e  del  compartimento  perossisomale,  che 
esitano in alterazioni  del metabolismo epatico(Vianna  et al., 2002). Contrariamente a 
cani resistenti, soggetti con leishmaniosi canina,  mostrano granulomi del fegato non ben 
organizzati e non sono efficaci nell'eliminazione dei parassiti(Sanchez  et al., 2004). E' 
possibile in esami post-mortem riscontrare epatomegalie. Anomalie clinicopatologiche 
riscontrate come ipoalbuminemia e aumento delle attività degli enzimi sierici possono 
essere derivate dal danno al fegato. 
La splenomegalia è una manifestazione molto comune. Nella milza l'infezione produce 
una disorganizzazione della polpa bianca. La polpa rossa diventa ipercellulare, con le 
plasmacellule e i macrofagi che parassitano nella zona marginale(Alvar et al., 2004). La 
capsula e le trabecole risultano ispessite(Tafuri  et al.,  2001). I linfonodi manifestano 
ipertrofia delle regioni corticale e  midollare; i centri germinali sono composti da zone di 
iperplasia dipendenti dai linfociti B e da numerosi macrofagi, mentre l’area delle cellule 
T è depleta(Tafuri et al.,  2001). La milza è stata proposta come un organo fondamentale 
per permettere la sopravvivenza a lungo termine del parassita a causa di una risposta 
immunitaria inefficace(Lima et al., 2007).
Si possono osservare lesioni in diverse strutture dell’occhio le cui manifestazioni sono: 
blefarite, congiuntivite, cheratite, cheratocongiuntivite secca, uveite e, forse, distacco di 
retina.  A  seconda  della  lesione,  i  meccanismi  patogenetici  possono  includere:  1) 
l'infiammazione  granulomatosa  secondariamente  alla  presenza  del  parassita  2) 
deposizione di immunocomplessi 3) lesioni di altre strutture oculari 4) manifestazioni 
sistemiche di leishmaniosi canina (ad esempio, distacco di retina a causa di ipertensione 
sistemica(Manolis N. Saridomichelakis, 2009).
Le lesioni cutanee sono frequenti e sono associate a diversi tipi di risposta immunitaria. 
In corso di risposta che porta alla resistenza,  è caratteristica la presenza a livello del 
derma  di  cellule  di  Langherans  e  cheratinociti  esprimenti  MHCII,  di  linfociti  T,  di 
macrofagi e di parassiti. 
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In corso di  risposta  che  porta  alla  suscettibilità  compaiono lesioni  granulomatose  in 
assenza  di  cellule  presentanti  l’antigene  e  con  la  presenza  di  numerosi  macrofagi 
infetti(Fondevila  et  al.,  1997).  Sempre  a  livello  di  cute  sono   stati  osservati  dei 
fibroblasti  infetti  che potrebbero svolgere un ruolo importante  nella   comparsa  delle 
ulcere(Hervás-Rodríguez et al., 1996).  
L'anemia è l'anomalia  ematologica più comune e può essere causata  dalla  perdita di 
sangue(ad es.  epistassi),  emolisi(auto-anticorpi,  immuno-complessi,  ridotta  fluidità  di 
membrana  eritrocitaria),  diminuita  eritropoiesi(ad  es.  anemia  di  infezione  cronica, 
carenza  di  ferro,  insufficienza  renale  cronica,  displasia  eritroide)  e  malattie 
concomitantii(ad  es.  erlichiosi  monocitica).  Meccanismi  simili  sono  proposti  per  la 
trombocitopenia. 
Oltre  a  questi  organi  ne  sono  coinvolti  molti  altri  anche  se  i  riscontri  sono  meno 
frequenti.
L'amastigote è in grado di colpire le mucose (sono state osservate delle lesioni nodulari 
e ulcerative) a livello di lingua, di pene  e di cavità orale (Font et al., 1996) come pure 
compaiono nelle cellule muscolari(miofibre). 
Si può riscontrare anche 
L'infiammazione dei muscoli masticatori e scheletrici si manifesta con necrosi e atrofia 
muscolare,  che  è  più  pronunciata  nei  muscoli  masticatori,  ed  è  accompagnata  da 
alterazioni elettromiografiche e, talvolta, da una maggiore attività sierica di creatinina 
fosfochinasi  e  lattato  deidrogenasi(Vamvakidis  C.D.  et  al.,  2000).  Depositi  di  IgG, 
autoanticorpi conto le miofibrille e la presenza degli amastigoti nei macrofagi e nelle 
cellule muscolari sono alla base di questi disordini. 
La meningite causata da  L. infantum è stata descritta in associazione alla comparsa di 
anticorpi specifici per il parassita all’interno del fluido cerebrospinale(Viñuelas  et al., 
2001). 
Si  pensa,  negli  umani  ,  che  la  leishmaniosi  canina  sia  assimilabile  alla  situazione, 
descritta, che si presenta in persone coinfettate con il virus dell'HIV e con il protozoo 
della  Leishmania.  L’assenza di difese in questi pazienti umani permette al parassita di 
diffondersi in localizzazioni atipiche(Alvar et al., 1997), il che suggerisce che nel caso 
del cane una tale situazione è il risultato di una grave  immunodepressione indotta dal 
parassita stesso; un’immunodepressione dapprima specifica nei confronti del parassita e 
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che però in seguito colpisce tutte le funzioni delle cellule T nell’animale colpito (De 
Luna et al., 1999).
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5 - Sintomatologia
La Leishmaniosi  canina,  presenta  una sintomatologia  alquanto  polimorfa(diversità  di 
sintomi in intensità e numero), si manifesta nella forma generalizzata, sistemica, detta 
anche viscero-cutanea.
E’ una malattia che tende a cronicizzare e dopo una lunga fase debilitante, in assenza di 
intervento terapeutico, conduce l'animale alla morte. 
I  segni  clinici  ed  il  periodo  della  comparsa  della  malattia  sono  molto  variabili, 
estendendosi dalla totale assenza di sintomi a forme cliniche molto gravi. 
Risultano maggiormente colpiti cani di età compresa fra i 2 e i 7 anni, di  ambo i sessi,  
che vivono in ambiente extradomestico; meno colpiti sono i  soggetti al di sotto dei 9 
mesi d’età, i cani meticci di razza autoctona ed i  cani di piccola taglia(Koutinas et al., 
1999). 
Nonostante  il  contagio  si  verifichi  nei  periodi  di  massima  presenza  dei  flebotomi 
(Maggio-Ottobre),  la  malattia  non  assume  un   carattere  di  stagionalità  in  relazione 
probabilmente  al  lungo periodo di   incubazione,  che sperimentalmente,  è  stato visto 
variare da un minimo di 1 anno ad un massimo di 6 anni (Ferrer, 1999; Keenan et al., 
1984). 
Altri studi su infezioni naturali mostrano che il periodo dell’incubazione dell’infezione 
varia da 2 a 8 mesi dalla puntura del flebotomo (Gaeta et al., 1994), altri autori, tuttavia, 
riportano che il periodo d’incubazione si può estendere a 15 mesi (Rioux et al., 1979), 
mentre Slappendel (1988) riporta casi ( in paesi in cui non è presente la Leishmaniosi) 
che hanno sviluppato sintomi dopo 5-7 anni dalla visita in aree endemiche. 
La  caratteristica  lesione  istopatologica  che  si  riscontra  nella  leishmaniasi  canina  è 
comunemente riferibile ad una reazione infiammatoria granulomatosa associata con la 
presenza  nei  macrofagi  di  amastigoti  e  che  riguarda  molti  organi  e  tessuti(cute, 
linfonodi, fegato, milza, rene, occhi, surrene, pancreas, intestino, testicoli), compreso il 
sistema nervoso centrale. 
Lanotte et al., 1979 classificano la Leishmaniosi canina come acuta, subacuta, cronica o 
latente  regressivo.  Mancianti  et  al.,  1988  e  Abranches  et  al.,  1991,  classificano 
l'infezione  in  base  alla  sintomatologia  clinica,  in  polisintomatico,  oligosintomatioi  e 
asintomatico (preclinici e resistenti).
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Alcuni  autori  ritengono  questa  classificazione  con  un valore  limitato  in  quanto  non 
considera  alterazioni  clinico-patologiche  e  ignora  i  cani  che  soffrono di  disfunzione 
d'organo diffusa senza apparenti manifestazioni visive (Baneth, 2008). 
Tali studiosi definiscono cani con leishmaniosi clinica i soggetti che presentano segni 
clinici e/o anomalie clinicopatologiche e hanno un'infezione da L. infantum confermata, 
mentre definiscono cani con infezione subclinica o cani infetti, clinicamente sani, quelli 
che non presentano segni clinici né all'esame fisico, né anomalie clinicopatologiche con 
prove di laboratorio di routine (emocromo, profilo biochimico e analisi delle urine), ma 
hanno un' infezione da L. infantum confermata.
Essi sostengono che la leishmaniosi canina è una malattia in cui l'infezione non è uguale 
a  malattia  clinica  a  causa  della  elevata  prevalenza  di  infezione  subclinica  (Solano-
Gallego  et  al.,  2001;  Baneth  et  al.,  2008),  infatti  esistono cani  asintomatici  con un 
livello  di   parassitosi  molto  elevato  e,  viceversa,  soggetti  con  gravi  manifestazioni 
cliniche ma con una parassitosi più modesta.
In regioni endemiche il 5-10% dei cani è malato e circa il 90-95% clinicamente sano. 
Questi ultimi possono essere non infetti ed infetti, e a sua volta infetti resistenti o che 
svilupperanno la malattia(Solano-Gallego et al., 2009). 
Secondo Alvar et al., 2008  l'infezione subclinica non è necessariamente permanente e 
fattori  quali  immunosoppressione  e  malattie  concomitanti  potrebbero  inclinare 
l'equilibrio  e  portare  alla  progressione  della  malattia  clinica  nei  cani,  come  è  stato 
osservato  nell'uomo  nei  casi  di   coinfezione  virus  dell'immunodeficienza  umana  e 
Leishmania. 
Come accennato nei paragrafi precedenti i meccanismi responsabili della resistenza o 
suscettibilità  risentono  di  fattori  tra  cui,  l'età,  il  sesso,  l'alimentazione,  la  genetica 
dell'ospite,  co-infezioni  e/o  patologie  concomitanti,  le  condizioni  di 
immunosoppressione, risposta immunitaria e profilo delle citochine, virulenza del ceppo 
di Leishmania, precedenti infezioni e modalità di trasmissione.
Le principali manifestazioni cliniche, dopo un esame fisico, nella classica leishmaniosi 
canina comprendono lesioni cutanee, linfoadenomegalia generalizzata, perdita di peso 
progressiva,  atrofia  muscolare,  intolleranza  all'esercizio,  diminuzione  dell'appetito  da 
lieve a marcato, letargia, splenomegalia, poliuria e polidipsia, lesioni oculari, epistassi, 
zoppia, vomito e diarrea (Ciaramella et al., 1997; Koutinas  et al., 1999; Baneth et al., 
2008).
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In Tabella 5. sono mostrate le percentuali dei risultati clinici nei cani con leishmaniosi 
canina sintomatica.
Tabella 5: manifestazioni cliniche e risultati percentuali del loro riscontro in cani sintomatici.
 
Possono essere presenti vari tipi di lesioni cutanee, che rappresentano le manifestazioni 
più comuni della malattia. La sintomatologia cutanea nel  cane è differente da quella 
nell’uomo in  cui  si  osservano  infiammazioni  localizzate  (Ferrer  1989;  Ferrer  et  al., 
1988). E' presente, frequentemente, l'interessamento del sistema reticolo-endoteliale con 
coinvolgimento di linfonodi, fegato, milza e midollo osseo. La  linfoadenomegalia può 
essere sistemica oppure localizzata. Alla  palpazione i linfonodi si presentano aumentati 
di volume, non dolenti, di  consistenza duro elastica, di aspetto iperplastico o perfino 
fibrosi  al  taglio.  L'esame  istologico  ha  aspetti  di  diffusa  proliferazione  reticolo-
istocitaria associata ad infiltrazione  plasmacellulare e i macrofagi appaiono numerosi ed 
infarciti di leishmanie.
I sintomi classici includono (Ferrer et al., 1988; Koutinas et al.,1992): dermatite secca 
esfoliativa (cosiddetta furfuracea o amiantacea), non pruriginosa, con o senza alopecia, 
che può essere generalizzata o localizzata e che di solito ha inizio a livello della testa 
(naso, orbite oculari, orecchie) e si estende poi al resto del corpo (Alvar  et al., 2004), 
dermatite ulcerosa localizzate a livello delle prominenze ossee, delle giunzioni muco-
cutanee,  padiglioniauricolari,   dermatite  nodulare  focale  o  multifocale,   dermatite 
proliferativa  mucocutanea  e   dermatite  papulare  (Ordeix  et  al.,  2005;  Bottero  et  al., 
2006).
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Baneth et al., 2008. Trends Parasitol
Poco frequentemente possono presentarsi delle manifestazioni cutanee atipiche(Blavier 
et  al.,  2001).  All’esame  della  cute  è  possibile  osservare  la  presenza  di  noduli  o 
ispessimenti  non ulcerati  e non dolenti,  di vario diametro,  riferibili  ad una  reazione 
infiammatoria  granulomatosa,  il  cui  esame  citologico  mostra   numerosi   macrofagi 
parassitati. 
Sono  frequenti  sintomi  oculari,  e  le  manifestazioni  più  comuni  sono  congiuntiviti 
mucose o  mucopurolenti, blefarite (esfoliativa, ulcerosa, o nodulare), uveite anteriore e 
cheratocongiuntivite, sia comuni che non (Koutinas et al., 1999). 
Il  coinvolgimento  renale  può  progredire  da  una  proteinuria  lieve  ad  una  sindrome 
nefrosica  o  a  insufficienza  renale  terminale  (Solano-Gallego  et  al.,2009).  Poiché  la 
leishmaniosi  canina  è  associata  ad  un'elevata  prevalenza  di  insufficienza  renale 
cronica(IRC) (Costa  et al., 2003) che è una manifestazione severa che  può portare il 
soggetto  a  morte,  una  diagnosi  precoce  di  malattia  renale  è  rilevante.  Così,  in  cani 
malati,  è  essenziale  effettuare  una  valutazione  della  funzione  renale  e  ricorrere  alle 
raccomandazione dell'IRIS, società internazionale di interesse renale, per comprendere 
la progressione della possibile malattia (IRIS, 2006). 
I medici veterinari dovrebbero sospettare la possibilità di leishmaniosi canina quando il 
cane  presenta  persistente  proteinuria  renale  (creatinina  urinaria  di  proteine  rapporto 
(UPC), 0.5) o azotemia renale (IRIS stadi II, III o IV del CRF) (IRIS, 2006), anemia non 
rigenerativa  (malattie  croniche  e/o  CRF),  leucocitosi  o  leucopenia,  iperproteinemia 
siero, beta policlonali e iperglobulinemia riduzione del rapporto albumina/globulina e 
aumento degli enzimi epatici (Ciaramella et al, 1997; Koutinas et al, 1999) (Petanides et  
al., 2008), trombocitopenia, compromissione dell'emostasi e della fibrinolisi secondaria 
(Ciaramella et al., 2005).
La  glomerulonefrite,  associata  alla  deposizione  glomerulare  di  immunocomplessi, 
principalmente membranoproliferativa e/o mesangioproliferative (Plevraki et al., 2006) 
e  la  nefrite  tubulointerstiziale  sono  manifestazioni  molto  comuni  a  differenza 
dell'amiloidosi. 
Altre  manifestazioni  cliniche  includono:  secrezioni  nasali  mucopurulente,  epistassi, 
atrofia muscolare, onicogrifosi, tremori, deficit motorio, artriti, zoppia, osteomieliti ed 
artrosinoviti.
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Forme cliniche non comuni (Blavier  et al., 2001) comprendono: lesioni delle mucose 
(cavità orale, della lingua e gli organi genitali), gonfiore alle articolazioni con poliartrite 
erosiva  o  non  erosiva  e  lesioni  ossee  osteolitiche  osteoproliferative,  epatite  cronica 
(Rallis  et  al.,  2005),  colite  cronica  recidivante  (Adamama-Moraitou  et  al.,  2007), 
malattia  neurologica a causa della  meningite  e muscolo massetere miosite  atrofica o 
polimiosite (Vamvakidis  et al., 2000), malattie autoimmuni e disturbi cardiovascolari, 
come la pericardite, vasculite sistemica, tromboembolia e sindrome da iperviscosità di 
siero.
Nella fase finale della malattia, che può variare da due o tre mesi fino ad  anni dopo 
l’infezione, si osserva il coinvolgimento della maggior parte degli organi e la presenza 
di ulcere estese. I cani, infine, diventano cachettici e la  morte sopraggiunge in seguito 
ad insufficienza renale o epatica (Alvar et al., 2004). 
In questa fase, possono comparire anche infezioni opportunistiche (Ferrer, 1989).
E'  importante  durante  la  diagnosi  clinica  di  leishmaniosi  effettuare  una  diagnosi 
differenziata  per  altre  affezioni  (Rickettsiosi,  linfoma,  dermatiti  parassitarie  ed 
allergiche,  etc.)  ed in  ogni  caso avvalersi  della  conferma definitiva tramite  esami di 
laboratorio.
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6-Aspetti diagnostici
E' importante che la diagnosi clinica indirizzi verso un quesito diagnostico ben preciso. 
Molti dei segni clinici rilevabili in corso di leishmaniosi, sia animale che umana non  sono 
caratteristici o patognomonici e questo fa si che il clinico deve ricorrere ad esami specifici 
per diagnosticarla o escluderla.
In particolare,  la leishmaniosi  canina viene sospettata  in presenza di rilievi  anamnestici 
(dimagramento),  fisici  (dermatopatia  furfuracea,  linfoadenomegalia)  e  clinici 
(iperglobulinemia, ipoalbuminemia e proteinuria). 
Un contributo, soprattutto nel caso di sintomi non chiari, è dato anche dalla valutazione ed 
interpretazione degli esami aspecifici ed immunologici. 
Questi esami sono di ausilio soprattutto alla valutazione dello stato di salute generale del 
soggetto.  Il  rischio in  cui  si  può incorre  è  non diagnosticare  una grande parte  dei  casi 
realmente infetti. 
La diagnosi di leishmaniosi canina è relativamente facile nei cani con malattia sintomatica, 
per la quale un test con alta specificità è sufficiente. Essa può essere più difficile in cani 
asintomatici o in  animali con pochi segni clinici di malattia. In questi casi è richiesto un 
test ad alta sensibilità, il cui ruolo risulta essenziale al fine di emettere correttamente la 
diagnosi sia in soggetti sintomatici che asintomatici. Il valore di ogni test diagnostico varia 
a  seconda  delle  ragioni  per  cui  si   richiede  l'esame  e  dell'uso  che  se  ne  vuole  fare: 
confermare la malattia in cani con segni clinici,  verificare l'infezione in cani che hanno 
contatto  con i  casi  clinici,  screening di cani  prima dell'entrata  in paesi  non endemici  o 
screening per eliminare cani infetti da parte della popolazione serbatoio. 
Gli esami di laboratorio specifici  contribuiscono ad aggiungere un elemento di giudizio 
valido  oltre  che  rappresentare  un  utile  strumento  sia  per  valutazioni  diagnostiche, 
prognostiche  e  di  monitoraggio  dell’andamento  della  malattia  in  corso  di  trattamento 
farmacologico.
Nuovi  approcci  si  vanno  sviluppando  al  fine  di  provvedere  all'uso  di  test  diagnostici 
ottimali per i vari campi di studio. Negli ultimi anni nuovi strumenti sono stati messi in 
campo soprattutto nello sviluppo di metodologie molecolari.
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-  Esami di laboratorio
Gli esami di laboratorio sono di fondamentale importanza al fine di emettere correttamente 
la diagnosi, ma anche a fini prognostici e come monitoraggio durante la terapia .
Classificazione degli esami di laboratorio:
 Esami aspecifici: 
Esame emocromocitometrico 
Protidemia totale e frazionata 
Uremia e creatininemia; 
Enzimi epatospecifici (ALT, AST, ALP [fosfatasi alcalina]); 
VES
Esame delle urine; 
Test di immunologia clinica (soprattutto per i fenomeni autoimmuni: latex test, test di 
Coombs, ENA-test).
 Esami specifici: 
Metodi parassitologici
Tecniche dirette: 
Strisci di materiale opportunamente colorato onde evidenziare gli amastigoti; 
Esami colturali (isolamento delle leishmanie: promastigoti)
Sierologici (tecniche indirette): 
IFAT (IFI) 
ELISA
Dot ELISA 
IHAT (emoagglutinazione indiretta)
CIEP (controimmunoelettroforesi o elettrosineresi)
Fissazione del Complemento
WB
Molecolari (tecniche dirette)
     PCR 
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Gli esami aspecifici, sono elementi utili e necessari al fine di rilevare segni di  sofferenza 
d'organo  o  di  apparato  che  possano  correlare,  direttamente  o   indirettamente,  con  la 
patologia in esame. Alla  valutazione delle condizioni generali del soggetto in esame si 
devono prendere in considerazione sia la  determinazione di  parametri  ematologici   ed 
biochimici  sia   metodi  specifici,  che  permettano  di  completare  il  quadro  clinico-
diagnostico.  In  particolare  gli  esami  adoperati  sono:  la  Velocità  di  eritro-
sedimentazione(VES),  il  tracciato  delle  proteine,  l'esame  emocromocitometrico,  la 
protidemia  totale  e  frazionata,  l'esame  urine  e,  quando  è  necessario,  gli  enzimi 
epatospecifici.
Gli  esami  specifici utili  a diagnosticare la  malattia  in soggetti  sospetti  da leishmaniosi, 
possono essere: metodi diretti, il cui scopo è quello di individuare e tipizzare il parassita e 
metodi indiretti finalizzati a valutare la risposta immunitaria del soggetto infetto. 
Esami aspecifici: 
Proteine totali ed elettroforesi del siero: 
La misurazione quantitativa e qualitativa della  protidemia:  dosaggio  della  protidemia 
totale (PT), rapporto  albumina/globulina (A/G)  ed  elettroforesi delle proteine sieriche 
(protidogramma) può dare delle indicazioni utili. 
E' stato osservato che, in cani malati, la protidemia totale aumenta, si ha  una variazione del 
rapporto A/G (diminuzione dell’albumina e ad un aumento delle b e g-globuline, talvolta 
anche delle a 2-globuline) che risulta inferiore alla norma (Reis et  al., 2006). 
L’iper-b-globulinemia è legata, alla migrazione in questa  banda elettroforetica di alcune 
immunoglobuline (IgM, IgA), del fattore C3  del complemento,  del fibrinogeno e della 
transferrina.  L’iper-g-globulinemia è il  frutto dell’attivazione policlonale  dei linfociti  B, 
che producono quantità abnormi di immunoglobuline per lo  più aspecifiche. La fusione 
delle  b  e  g-globuline  in  un  picco  policlonale  indica  una  produzione  eterogenea  di 
immunoglobuline aspecifiche.
L’ipoalbuminemia  è  conseguente  alla  nefropatia,  ai  processi  flogistici  ed alla  diminuita 
sintesi epatica che accompagnano e spesso caratterizzano il quadro sintomatologico della 
leishmaniosi. 
Aptoglobulina,  a-2-macroglobulina  e  ceruloplasmina  possono  avere  valore  prognostico 
nella diagnosi di leishmaniosi visto che  il loro  livello risulta sempre più elevato rispetto ai  
soggetti non infetti. 
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Esame emocromocitometrico: 
L’anemia,  frequente  nei  soggetti  con  leishmaniosi  è,  spesso,  di  tipo 
normocitico/normocromico e scarsamente rigenerativa. Nelle cellule bianche del sangue vi 
è,  per  meccanismi  multifattoriali,  una leucopenia  con moderata  o accentuata  linfopenia 
(Abranches et al., 1991). 
Velocità di eritro-sedimentazione (VES):  
Nei  cani  affetti  da  leishmaniosi,  è  in  costante  aumento  a  causa  di  vari  fattori  che 
contribuiscono all’aggregazione e alla formazione di rouleaux eritrocitari, con dimensioni e 
peso superiore alle singole emazie, e per questo con velocità maggiore di precipitazione nel 
plasma.
Enzimi epatospecifici: 
L'aumento nel circolo ematico degli enzimi transaminasi glutammico piruvica (ALT) e/o 
fosfatasi alcalina (ALP) segna il coinvolgimento epatico che può essere presente in soggetti 
in fase di leishmaniosi, in quanto uno degli organi bersaglio.
Urea e creatinina: 
Il  dosaggio  sierico  dell’urea  e  della  creatinina,  insieme  all’esame  delle  urine  ed  al 
protidogramma, può fornire utili informazioni sul grado di compromissione renale, oltre ad 
avere un indiscutibile valore prognostico.
Esame delle urine:
 Utile ai fini dalla valutazione della proteinuria che è un segno precoce di glomerulopatia. 
E' proporzionale al danno renale. Si può rilevare prima dell’innalzamento dei valori della 
creatinina  e  dell’urea,  e  può  essere  associato  o  meno  alle  alterazioni  dell’esame  del 
sedimento urinario. La tipizzazione delle proteinurie permette di valutare e correlare il tipo 
di danno prevalentemente glomerulare o tubulare al tipo di proteine escrete, ad alto peso 
molecolare il primo danno e a basso peso molecolare il secondo danno. La proteinuria è di 
tipo misto quindi glomerulare e tubulare quando il danno renale è grave, mentre  è di tipo 
selettivo se la compromissione renale è meno significativa.
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Esami specifici:
Consentono  di  diagnosticare  la  presenza  dell'agente  eziologico  in  maniera  diretta  e/o 
indiretta. Di seguito si riportano alcuni tipi di esami:
Metodi Diretti
- Metodi parassitologici
Comprendono tutte quelle metodiche atte a mettere in evidenza il parassita, nella forma di 
amastigote, in organi e tessuti. 
La diagnosi di leishmaniosi è basata sull'identificazione diretta degli amastigoti,  liberi o 
all'interno del citoplasma dei macrofagi,  può essere effettuata  a partire da  preparati,  su  
vetrino, ottenuti da sangue, raschiato cutaneo7, agoaspirato linfonodale (in genere linfonodi 
prescapolari  e  poplitei),  splenico,  midollare,  epatico,(Gomes  et  al.,  2008).  Il  campione, 
opportunamente  preparato,  è  colorato  con  vari  metodi,  la  colorazione  May-Grunwald-
Giemsa,  Wright e di Leishman (Herwaldt, 1999), ed esaminato al microscopio. 
Importante e da non sottovalutare è la scelta del campione bioptico8 da analizzare: l'aspirato 
midollare è certamente il più comune, l'aspirato splenico è il più sensibile ma sconsigliato 
per il rischio di complicazioni emorragiche, l'aspirato linfonodale è utile solo in presenza di 
una linfoadenopatia,  evenienza  molto  frequente nei  cani,  la  biopsia  epatica non è usata 
frequentemente.  Il sangue periferico per quanto è un esame non invasivo, risulta essere 
meno sensibile, anche se Liarte et al., 2001, attraverso l'uso di tecniche di concentrazione 
hanno dimostrato, sia nel cane che nell'uomo, una sensibilità del 97%. 
E'  evidente  che in caso di  leishmaniosi  cutanea  la  scelta  del  campione biologico  è  più 
rivolta  all'individuazione  parassitologica  da  materiale  proveniente  dalla  lesione  stessa, 
essendo spesso sito primario e localizzato.
In  infezioni  asintomatiche  la  sensibilità  della  tecnica  può  risultare  bassa  (<30%)
(Saridomichelakis,  M.N.  et  al.,  2005),  così,  l'esame  microscopico  può  non  risultare 
risolutivo probabilmente perché il numero di protozoi risulta scarso. 
7 Materiale cutaneo ottenuto da: raschiamento  superficiale del derma con opportuno “scarificatore”,  ago-aspirato 
cutaneo; Punch biopsy. Il sito di prelevamento rappresenta il fattore determinante nel reperimento del parassita e 
dipende dal tipo di lesione cutanea. Usualmente la zona marginale infiammata della lesione è il posto di elezione per 
l’isolamento del parassita.
8 Prelievi bioptici possono altresì essere effettuati a livello cutaneo, asportando una piccola porzione di cute, tagliando 
nello spessore del derma, per poi effettuare diverse impressioni del campione ottenuto su un vetrino portaoggetti.  
Altri campioni possono essere ottenuti sia per impressione che per raschiamento da ulcere o granulomi. 
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L'esame istopatologico dei tessuti con l'uso dell'immunoistochimica è utile per aumentare la 
sensibilità di rilevazione, in presenza di una bassa carica del parassita. 
Possono esserci casi che danno esito negativo, pur in presenza di sospetto clinico molto 
forte e/o di un reperto sierologico dubbio.
Un altro metodo parassitologico è l'isolamento colturale: i campioni prelevati dalle stesse 
sorgenti sopra citate, possono essere messe in coltura in adatti e specifici terreni di crescita. 
I  terreni  di  coltura utilizzati  possono essere monofasici  come Schneider,  M199,  RPMI, 
Grace o difasici come Novy-McNeal-Nicolle, Brain Heart Infusion e Tobie modificato da 
Evans (EMTM), contenente sangue di coniglio. Il terreno viene inoculato con una o due 
gocce di aspirato o con un organo/tessuto omogeneizzato e incubato ad una temperatura tra 
i 22° e 26°C. Le culture sono osservate  settimanalmente per la presenza di promastigoti. Il 
protozoo può essere presente nella prima settimana o necessitare di subcolture per essere 
messo in evidenza. La negatività è refertata dopo 2 mesi. 
Non tutti i ceppi di Leishmania crescono alla stessa velocità e non tutti i tessuti e gli organi 
dello stesso cane hanno una carica parassitaria simile.
Midollo  osseo,  linfonodo  e  milza  sono  materiali  biologici  con  un  più  alto  rapporto  di 
positività (Maia e Campino, 2008). 
E' importante avere delle precauzioni al fine di non inficiare l'esame e la sensibilità della 
metodica di analisi, ad es. è importante il tempo che intercorre tra il prelievo e la consegna 
al laboratorio. Il campione, infatti, deve essere consegnato e seminato preferibilmente entro 
le 24h e durante il trasporto deve essere mantenuto in apposito terreno (Tobie liquido) ad 
una  temperatura  di  4°C,  al  fine  di  evitare  eventuale  moltiplicazione  e  contaminazione 
batterica. 
Ai fini diagnostici rappresenta il test d'eccellenza (goal standard) e permette la creazione e 
la conservazione di una Banca di ceppi isolati, utile per studi di tipizzazione, epidemiologia 
e ricerca. 
Tra gli  svantaggi  abbiamo: la  basa sensibilità  se comparata  alle  tecniche molecolari;  la 
necessità di avere laboratori attrezzati e personale specializzato, in quanto, la metodica è 
piuttosto laboriosa; i tempi lunghi per l'esito finale; la facile possibilità di contaminazioni o 
presenza di falsi negativi per campione non idoneo in quantità e qualità.
- Metodi molecolari
Di recente acquisizione, rispetto alle metodiche classiche, sono tra le prove diagnostiche 
più  specifiche  e  sensibili.  Le  metodiche  di  biologia  molecolare  ed  in  particolare  la 
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Polymerase Chain Reaction, PCR9 , mettono in evidenza, tramite amplificazione in vitro, la 
presenza  di  un  segmento  specifico  di  DNA(Mullis  e  Faloona,  1987)  del  parassita,  nel 
campione in esame.  
In genere, la reazione di PCR ha diverse variabili da mettere a punto affinché la metodica 
sia standardizzata e validata per l'identificazione del patogeno. Risulta molto importante, ai 
fini della sensibilità e specificità, la scelta del frammento di DNA specifico del parassita da 
analizzare. Per quanto concerne la Leishmania spp. esistono molti protocolli del metodo di 
PCR in cui il frammento di DNA appartiene a regioni semi-conservate o conservate come il 
DNA dell'operone ribosomiale ITS-1, la piccola subunità (SSU) del gene rRNA,  il DNA 
minicircolo del Kinetoplasto10 (kDNA).
La PCR ed i metodi derivati, si sono rivelati efficaci in svariati campi della diagnostica e 
non  solo.  Rappresentano  un  utile  strumento  per  classificare  i  diversi  microrganismi, 
individuare ceppi più o meno viruleni o resistenti a trattamenti  farmacologici,  effettuare 
indagini di epidemologia molecolare, monitorare la malattia, prevedere le ricadute, ecc...
Nel caso particolare della  Leishmania spp., la caratterizzazione o tipizzazione molecolare 
può offrire nuove possibilità sia dal punto di vista della classificazione delle varie specie, le 
altre  metodiche  risultano  molto  elaborate  e  complesse,  sia  per  una  conoscenza  più 
approfondita dei ceppi circolanti in aree endemiche e non, dei meccanismi di virulenza e 
dell'analisi  genetica di correlazione,  cui si  potrebbe fare seguire una migliore azione di 
controllo, prevenzione e profilassi. 
E' una metodica molto versatile anche per la rilevazione di Leishmania spp, in una varietà 
di campioni clinici (aspirato midollare e linfonodale, sangue, cute, urine, ecc...), da esseri 
9 Il  test  molecolare  della  PCR è  una tecnica  diagnostica  innovativa  che  si  è  affermata  in  questi  ultimi  anni  nei  
principali centri di analisi è che permette la rilevazione di un frammento specifico dell'acido nucleico(DNA) del  
parassita, anche in concentrazioni infinitesimali, superando così i limiti si specificità e sensibilità di altri metodi. 
Alla base vi è un'amplificazione esponenziale del DNA-target che caratterizza  ed identificazione il microrganismo 
in esame. La specificità  è garantita  dall'uso di  primers specifici  che si legano a porzioni definite e precise del 
genoma o materiale genetico della specie in esame, permettendone l'amplificazione e quindi la rilevazione esclusiva 
del DNA-target.  Alla fine la reazione, nella versione standard della medodica, viene visualizzata attraverso una 
corsa elettroforetica su gel d'agarosio in cui è presente l'etidio bromuro, intercalante aspecifico del DNA che rende 
visibile il frammento di DNA amplificato, quando è esposto ai raggi UV.
10  La Leishmania spp.,  come altri  kinetoplastidi,  contengono,   nel  mitocondrio,  una complessa rete  di  molecole 
concatenate di DNA circolare, chiamato DNA del cinetoplasto o kDNA. Il DNA mitocondriale rappresenta circa il 
20% del DNA totale cellulare ed è organizzato in una rete, dove si ritrovano migliaia copie di piccoli minicircoli.  
Esistono all'interno di questo DNA regioni conservate,   altamente conservate,  e meno conservate,  esse possono 
essere utilizzate come bersagli per reazioni di PCR utili alla discriminazione di gruppi di Leishmania spp.(Gomes et 
al., 2008). Questo spiega perchè i protocolli di PCR che adoperano come frammento una sequenza del kDNA si  
sono dimostrati più sensibili per il rilevamento della  Leishmania soprattutto nel sangue canino. Lachaud, L. et al. 
(2002) Comparison of six PCR methods using peripheral blood for detection of canine visceral leishmaniasis.  J. 
Clin. Microbiol. 40, 210–215.
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umani(Piarroux et al, 1994.), cani (Degrave et al, 1994. Lachaud et al, 2002;. Strauss-Ayali 
et al, 2004.)  e volpi (Silva et al. , 2000). 
Il  metodo  è  sensibile  sia  su  materiale  fresco  che  fissato  in  formalina  o   incluso  in 
paraffina(Solano-Gallego et al., 2001; Roura et al., 1999;  Lachaud et al., 2002). 
La  PCR “end  point”,  è  il  metodo  più  semplice, che  esprime  in  termini  qualitativi  la 
presenza/assenza del DNA del protozoo. Il risultato non ci permette di stabilire la quantità 
del materiale genetico del parassita presente nel campione in origine e nulla ci dice sullo 
stato  del  protozoo  stesso  (distinzione  tra  parassita  “vivo”  o  “morto”).  Sono necessarie 
opportune precauzione al fine di evitare la presenza di falsi positivi dovuti a contaminazioni 
crociate  che si  potrebbero verificare durante la   fase di prelievo o durante l'esecuzione 
dell'esame.  Negli  anni  tale  metodica  standard  è  stata  adeguata  e  modificata  alle  varie 
esigenze diagnostiche attraverso la messa a punto tecniche quali, PCR nested, competitiva, 
PCR  real  time,  ecc...  Tali  tecniche  sono  riuscite  a  superare  varie  problematiche, 
raggiungendo un'efficacia di diagnosi molto elevata.
PCR quantitativa Real-Time. 
Grazie all'uso integrato di tecnologie informatiche, strumentazioni sempre più precise ed 
accurate,  le  metodiche  di  biologia  molecolare  hanno  raggiunto  un  grado  di  sviluppo 
eccezionale, consentendo un livello di sensibilità  in grado di rivelare anche una sola copia 
di genoma (rappresenta una cellula di parassita)  nel campione in esame. La PCR è una 
tecnica  molecolare  che  consente,  mediante  cicli  ripetuti  a  differenti  temperature,  di 
replicare  e  amplificare,  e  quindi  di  evidenziare,  una  regione  specifica  di  DNA  del 
microrganismo in esame,  attraverso l’uso di primers  complementari  alla  sequenza delle 
estremità della regione bersaglio. La miscela di reazione, contenente il campione di DNA 
da  amplificare,  i  primers  specifici,  i  desossiribonucleotidi  trifosfati  (dNTP),  una  DNA 
polimerasi  termostabile  (Taq  DNA  polimerasi)  e  un  tampone  adatto  all’enzima,  è 
sottoposta al processo che avviene per mezzo di un termociclatore automatizzato.
La PCR si  articola  in  tre  fasi:  denaturazione,  appaiamento  (annealing)  ed estensione  o 
sintesi  (figura  9).  Durante  la  prima  fase,  il  DNA bersaglio  a  doppio   filamento  viene 
denaturato  mediante  riscaldamento  a  temperatura  di  circa  94-95°C,  rendendo  così 
accessibile la specifica regione da amplificare (target).  
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Figura 9: Ciclo di PCR
In seguito, la temperatura viene abbassata a valori compresi tra 50 e 60°C per consentire 
l'appaiamento  degli  oligonucleotidi  specifici  (primers)  alla  sequenza  di  DNA  ad  essi 
complementare (fase di "annealing"). In questo modo, gli estremi 5' degli oligonucleotidi 
segnano su ciascun filamento  gli  estremi  del  frammento  che viene amplificato  e  i  loro 
estremi  3'  offrono  alla  DNA polimerasi  il  gruppo  idrossilico  di  innesco  alla  reazione. 
Questa progredisce contemporaneamente su entrambi i filamenti e in direzioni antiparallele 
per estensione dei primers con i nucleotidi trifosfati presenti nella miscela di reazione , ad 
una temperatura di 72°C
 Alla fine del primo ciclo, il frammento bersaglio è stato duplicato e durante i successivi 
cicli  di  denaturazione,  appaiamento  ed  estensione,  tutti  i  nuovi  filamenti  servono  da 
stampo, cosicché la quantità di DNA prodotta aumenta in maniera esponenziale. Il risultato 
finale è un'amplificazione selettiva del DNA target, fiancheggiato dai primers.
Il ciclo descritto viene ripetuto generalmente per circa 20-30 volte. Poiché ogni ciclo della 
reazione dura solo pochi minuti, nel giro di qualche ora si possono produrre notevolissime 
quantità di DNA target, anche a partire da campioni biologici contenenti un numero esiguo 
di molecole bersaglio. 
Nella  diagnosi  della  leishmaniosi  canina  la  PCR può essere  eseguita  su  sangue intero, 
midollo osseo, linfonodo o altri tessuti bioptici.
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In genere, questa tecnica rileva, in maniera più attendibile e con maggiore precisione, gli 
stadi precoci della malattia, e quindi anche i casi transitori e autolimitanti, cioè quei cani 
che  in  qualche  modo  risolvono  l’infezione  (Gradoni,  2002).  Essa  risulta  più  sensibile 
dell’osservazione diretta (strisci e colture) e della sierologia ed inoltre, è utile anche  per 
monitorare il decorso della malattia  durante e dopo il trattamento antiparassitario e per 
classificare le diverse specie di Leishmania mediante l’impiego di primers specie-specifici 
(Roura, 2001).
La tecnica della  PCR, pur essendo molto sensibile,  non consente la quantificazione del 
DNA bersaglio di partenza. Tale scopo è stato raggiunto con l’impiego della real-time PCR. 
La quantificazione degli acidi nucleici è estremamente importante per stabilire il grado di 
attività  di  un  infezione,  per  monitorare  l’evoluzione  della  malattia,  per  differenziare 
un’infezione attiva da una persistente, per studiare le interazioni tra microrganismo-ospite, 
per monitorare l’efficacia o meno di una terapia.
Con  la  real-time  PCR  non  sono  richieste  manipolazioni  post  amplificazione  e  questo 
comporta la diminuzione dei tempi di ottenimento dei risultati, ed introduce la possibilità di 
monitorare in tempo reale l’andamento della reazione.
La real-time PCR si basa su una quantificazione che avviene durante la fase esponenziale 
della  reazione  a  differenza  di  tecniche  di  PCR  convenzionale  che  utilizzano  una 
quantificazione all’end point ovvero alla  fine della  reazione  di amplificazione  mediante 
elettroforesi  su  gel  di  agarosio.  La  real-time  PCR  utilizza  particolari  combinazioni  di 
coloranti fluorescenti la cui fluorescenza viene smascherata quando la catena di DNA viene 
sintetizzata oppure fluorocromi che si legano alla catena nascente durante la reazione di 
amplificazione. La fluorescenza emessa in seguito ad uno specifico irraggiamento da parte 
della sorgente luminosa del termociclatore viene quindi misurata in tempo reale da una 
camera CCD. Tutte le operazioni relative alle misurazioni avvengono sotto il controllo di 
un software gestito da un personal computer.
Sono state messe a punto differenti chimiche che consentono di rilevare in modo specifico 
gli  ampliconi;  una  di  esse,  la  chimica  del  SYBR  Green,  consiste  nell’utilizzo  di  un 
colorante fluorescente che si lega al solco minore del DNA a doppia elica, quindi durante la 
fase di annealing della reazione. L’aumento di fluorescenza corrisponde all’aumento del 
numero di copie dell’amplicone. Il legame del SYBR Green non dipende da una particolare 
sequenza nucleotidica; infatti, la specificità della reazione è data solo dalla specificità della 
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coppia di primes utilizzati per il gene target. L’uso di fluorocromi che legano il DNA a 
doppio filamento per la rilevazione “real-time” dei prodotti PCR possiede sia vantaggi che 
svantaggi.  Il  vantaggio  maggiore  è  la  versatilità,  in  quanto  SYBR  Green  può  essere 
utilizzato per monitorare l’amplificazione di qualsiasi sequenza di DNA a doppia elica e 
poi non è richiesta una sonda che aumenta i costi della reazione. Lo svantaggio è che può 
generare falsi positivi dato che non è specifico per una particolare sequenza nucleotidica; la 
specificità del SYBR Green però può essere controllata mediante l’analisi delle curve di 
Melting.
Una seconda chimica, dotata di maggiore specificità è quella che utilizza sonde TaqMan; 
tale saggio si basa sulla presenza nella tradizionale miscela di reazione della PCR di un 
oligonucleotide, una sonda non estendibile fluorogenetica, che ibrida specificamente una 
regione del DNA bersaglio compresa tra i due primers. 
Il metodo TaqMan si basa su due principi: 
Attività 5’- esonucleasica della Taq polimerasi che agisce sulla superficie dello stampo per 
rimuovere ostacoli a valle dell’amplificazione.
Tecnologia  FRET (Fluorescent  Resonant Energy Transfer)  il  cui  principio è che,  se un 
colorante  ad  alta  energia  (reporter)  è  nelle  vicinanze  di  un  colorante  a  bassa  energia 
(quencher), ci sarà un trasferimento di energia da quello alto a quello basso. Il reporter 
quindi non emetterà fluorescenza.
La sonda TaqMan, specifica per il gene target di interesse, è marcata con due molecole 
fluorescenti:  il  reporter,  una  fluoresceina  modificata  posta  al   5’  e  il  quencher,  una 
rodamina modificata posta al 3’.Quando la sonda è intatta, la vicinanza del quencher con il 
reporter riduce la fluorescenza del reporter mediante FRET.
Durante la PCR, se la sequenza bersaglio è presente, la sonda si lega al target che si trova 
tra i  due primers  “forward” e “reverse”.  L’attività  esonucleasica 5’- 3’ della Taq DNA 
polimerasi degrada la sonda ibridizzata e separa i due fluorocromi, permettendo al reporter 
di emettere un segnale fluorescente che può essere rilevato con una camera CCD. Poiché 
viene liberata una molecola di reporter per ogni copia di DNA duplicata durante la PCR, la 
fluorescenza che si accumula è proporzionale, in ogni momento, alla quantità del prodotto 
di PCR specifico (figura 10 ).
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Figura 10: Rappresentazione della reazione TaqMan.
La  fluorescenza  viene  seguita  in  tempo  reale  utilizzando  un  termociclatore  dotato  di  un 
opportuno dispositivo fluorimetrico.
I vantaggi delle sonde TaqMan sono:
-Ibridazione specifica tra la sonda e il target per dare il segnale fluorescente.
-Le sonde possono essere marcate con fluorocromi differenti e quindi si possono amplificare 
due target differenti nella stessa reazione.
-Le rielaborazioni post-PCR vengono eliminate.
Lo svantaggio principale invece è che si devono sintetizzare sonde differenti per differenti 
target quindi con costi notevoli.L’emissione della fluorescenza viene letta dall’apparecchio 
durante la reazione di PCR, in tempo reale da una camera CCD e un software costruisce un 
grafico utilizzando i dati di fluorescenza emessa durante l’amplificazione.Il grafico di una 
reazione di real-time PCR è definito “amplification plot” e contiene varie informazioni che 
occorrono per la quantizzazione del DNA o RNA (figura 11 ).
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Figura 11:  Plot di amplificazione della real-time PCR
La linea “Threshold” (soglia) è il livello di rivelazione o il punto in cui una reazione da un 
segnale di fluorescenza superiore al segnale di fondo. Questa linea si riferisce alla fase 
esponenziale della reazione per dare una misura precisa ed accurata. La scelta della soglia è 
arbitraria e si basa sulla variabilità della linea di base.
Cycle  Threshold,  Ct  (ciclo  soglia)  è  il  ciclo  in  corrispondenza  del  quale  il  software 
Sequenze Detection System (SDS) comincia a rilevare l’incremento del segnale associato 
con una crescita esponenziale del prodotto di PCR. Il Ct è inversamente proporzionale alla 
quantità iniziale di DNA o CDNA target cioè alla concentrazione del campione (figura 12 ).
    Figura 12     . Rappresentazione del Cycle-Threshold.
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I prodotti della PCR durante la reazione aumentano logaritmicamente solo nei primi cicli 
(tra il 20° e il 25°) per poi arrivare al plateau intorno al 40° ciclo.
La quantizzazione mediante real-time PCR può essere assoluta o relativa.
Nella quantizzazione assoluta il campione che si deve stimare viene confrontato con una 
curva standard, una soluzione del gene target con concentrazione nota espressa in numero 
di copie (lo standard). La concentrazione dello standard, RNA o DNA, può essere misurata 
con lo spettrofotometro e convertita in numero di copie utilizzando il peso molecolare del 
DNA e dell’ RNA. Lo standard può essere DNA plasmidico a doppia elica, RNA trascritto 
in vitro, DNA a singola elica sintetizzato in vitro, cDNA che esprime il gene target. Per 
costruire la curva standard si utilizzano diverse diluizioni del campione a concentrazione 
nota (almeno 5) e ogni punto della  curva va testato in triplicato.  Il risultato finale sarà 
quindi la concentrazione del campione da testare  espressa in numero di copie del gene 
target.
Nella quantizzazione relativa non si utilizza una curva standard e i risultati si calcolano 
comparando i valori di Ct (metodo comparativo del Ct) del campione rispetto al gene di 
riferimento  (housekeeping)  e  al  calibratore.  Nel metodo comparativo del  Ct,  i  livelli  di 
espressione genica sono relativi  ad un gene di riferimento detto “housekeeping gene” e 
paragonati ad un calibratore. Il perfetto controllo endogeno riflette la quantità di cDNA per 
campione e ha un livello di espressione costante in tutti i campioni in esame. Esso è utile 
per normalizzare errori riguardanti le concentrazioni di RNA e le variazioni di efficienza 
della  retrotrascrizione.  I  geni  housekeeping  più  utilizzati  sono:  la  β-actina,  GAPDH 
(griceraldeide-3-fosfato), rRNA (RNA ribosomiale), ATP sintetasi 6 mitocondriale.
La quantità di DNA target, normalizzata con il controllo endogeno e il calibratore, è data 
dalla formula 2–Ct , dove  Ct =  Ct (campione) -  Ct (calibratore) e  Ct è il Ct 
target sottratto del Ct del controllo endogeno. Ossia : 
1. Ct campione – Ct controllo endogeno = Ct (campione) 
Ct calibratore – Ct controllo endogeno = Ct (calibratore)
2. Ct (campione) - Ct (calibratore) = Ct 
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Questa formula è applicabile quando l’efficienza della PCR del campione è simile  quella 
dell’housekeeping gene. Se le efficienze non sono simili allora si deve utilizzare un altro 
metodo ad esempio la curva standard o si può scegliere un altro housekeeping.
Metodi indiretti
- Metodi immunologici
 Sono tutte quelle tecniche che danno una risposta diagnostica indiretta sulla presenza del 
microrganismo all'interno di un soggetto. Le metodiche si basano sulla ricerca di anticorpi 
specifici,  in  questo   caso,  anti-leishmania su  emosiero.  In  particolare,  si  cercano  le 
immunoglobuline  di  classe  G,  dato  il  lungo  periodo  di  incubazione  della  malattia.  La 
sensibilità  di  questa  metodica  è  molto  bassa  negli  immunodepressi  per  la  loro  scarsa 
risposta anticorpale. 
Le  principali  tecniche  sierologiche  adoperate  hanno  varie  formulazioni:  Immuno 
fluorescenza  indiretta,  IFAT; saggio  immunoenzimatico,  ELISA  (Dot  ELISA,  K39-
ELISA);  emoagglutinazione indiretta o diretta, (DAT);  Western blot (di scarsa praticità 
per saggiare un elevato numero di campioni);  fissazione del complemento (Alvar et al., 
2004). 
Una  problematica  dei  test  sierologici,  in  particolare  quelli  che  adoperano  antigeni  di 
Leishmania  “crudi”, è la presenza di falsa positività dovuta ad una cross-reattività con altri 
agenti patogeni. Questo è stato evidenziato soprattutto in Centro e Sud America, zone in cui 
sono presenti infezioni con il Trypanosoma cruzi (Porrozzi et al., 2007). 
In letteratura sono riportati casi di cross-reattività in cani affetti da Ehrlichiosi, Rickettiosi, 
Toxoplasmosi.
Al fine di  superare queste  difficoltà  si  sono messe a punto metodiche sierologiche che 
fanno  uso  di  proteine  ricombinanti  contenenti  specifici  epitopi  (K39,  K9,  K26,  ecc...) 
(Scalone et al., 2002; Boarino et al., 2005). 
In genere, per quanto concerne la specie canina, elevati livelli di anticorpi sono associati 
con elevato parassitismo e malattia (Reis et al., 2006). 
Deve  essere  comunque  sottolineato  che  non  c’è  una  proporzionalità  diretta   tra  titolo 
sierologico e gravità della malattia. Risulta pertanto di scarso significato la valutazione del 
titolo anticorpale, come marcatore nel monitoraggio della terapia.
Alcuni cani rimangono sieronegativi per periodi variabili dopo l'infezione con Leishmania 
(Strauss-Ayali et al., 2004).
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Un animale con infezione da Leishmania può risultare negativo o debolmente positivo sia 
nelle fasi iniziali dell’infezione, in cui può apparire anche del tutto asintomatico, sia nelle 
fasi più evolute,  in  seguito  all’instaurarsi  di  meccanismi  di  immunosoppressione.  
Un’altra eventualità di frequente riscontro nella pratica è quella dell’animale trattato con 
cortisonici o con farmaci specifici (antimoniali) che comportano una drastica riduzione del 
titolo anticorpale (Mancianti et al., 1990). 
Quindi,  un  alto  livello  di  anticorpi  è  conclusiva  di  una  diagnosi  di  leishmaniosi 
canina(Solano-Gallego  et al., 2009), mentre, la presenza di livelli bassi di anticorpi non è 
necessariamente  indicativa  della  malattia  e  ulteriori  approfondimenti,  con  altri  metodi 
diagnostici, sono necessari per confermare o escludere la leishmaniosi clinica  (Miro et al., 
2008).
In aree endemiche è consigliabile non adoperarlo come unico test diagnostico, in quanto 
possono risultare falsamente positivi quei cani resistenti o sani che sono venuti a contatto 
precedentemente con il parassita, e falsamente negativi soggetti che, infettati  di recente, 
non hanno ancora prodotto una risposta anticorpale rilevabile (Mancianti et al., 1988). 
Esistono sul mercato, in Italia o in altri Paesi, kit sierologici commerciali a risposta rapida, 
che non sono altamente affidabili. Essi hanno un valore puramente indicativo nella pratica 
clinica veterinaria. 
Il  test  di  immunofluorescenza  indiretta,   l’IFAT11, è  largamente  utilizzato  in  analisi  di 
routine nell'approccio diagnostico alla leishmaniosi.
Si basa sulla rilevazione di anticorpi IgG specifici anti-Leishmania nel siero del paziente. 
E'  considerato  il  test  di  referenza  (gold  standard)  utile  per  screenig di  massa  della 
popolazione, soprattutto canina, e quindi per studi epidemiologici. 
I risultati dal test vengono interpretati qualitativamente come negativi, positivi e dubbi12.
Per le diverse specie animali esistono, comunque, degli indici di  cut-off in accordo con il 
Manuale OIE(Organizzazione Internazionale delle Epizoozie) e con l’Istituto Superiore di 
Sanità. 
11 Tale analisi si  esegue facendo reagire il  siero del  soggetto in esame, opportunamente diluito,  con l’antigene di 
Leishmania, fissato su vetrini, a 37 °C per 30 minuti circa. Dopo lavaggio e eliminazione degli anticorpi superflui, si  
aggiunge  l’antiglobulina  specifica  coniugata  con  isotiocianato  di  fluoresceina.  La  lettura  dei  campioni  viene 
effettuata al microscopio a fluorescenza. Si tratta di un esame che può risentire della soggettività dell'operatore che  
esegue l'esame come pure della qualità dei reagenti, per cui l'esame dovrebbe essere effettuato sempre presso lo 
stesso laboratorio e,  nei  casi  dubbi,  solitamente  di  fronte a  titoli  bassi,  è  consigliabile  la  ripetizione del  test  a  
distanza di 20 - 30 giorni.  Per ovviare a questo limite della metodica si effettuano dei ring test intra- e inter-  
laboratorio.
12 Nella titolazione il  cut-off che distingue il  campione positivo dal negativo  varia  da 1:40 a 1:160 tra differenti 
laboratori.(Ferroglio and Vitale,  2006)  Ferroglio,  E.,  Vitale,  F.,  2006.  Diagnosis  of leishmaniosis: between old 
doubts and new uncertainties. Vet. Res. Commun. 30, 35–38.
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Per quanto concerne la specie canina il test ha una specificità del 100% per titoli anticorpali 
superiori a 1:160, ed una sensibilità che è compresa in un range tra il 98,4% e il 99,5%, pur 
potendosi riscontrare un 5-6% di falsi negativi. Così, un riscontro sierologico positivo con 
titolo  maggiore/uguale  a  1/160  indica  sempre  infezione  in  atto  ed  è  da  valutare  se 
sottoporre a terapia; mentre titoli, dubbi, compresi fra 1/40 e 1/80, in assenza di sintomi, 
devono essere considerati  “sospetti”  ed è consigliabile  sia il  supporto di  una metodica 
specifica diretta che ricontrollare i valori sierologici con il test IFAT, dopo circa 3-6 mesi. 
Nei  casi  riscontrati  di  pazienti  con  malattia  e  sierologia  negativa,  la  spiegazione  può 
risiedere nella condizione immunologia del singolo individuo. Infatti, deficit immunitari, 
malattie autoimmuni possono influenzarne il significato. 
I  test  sierologici  immunoenzimatici  ELISA  si  basano  sull’impiego  di  antigeni  solubili 
adsorbiti  su  piastre.  La  formazione  del  complesso  antigene-anticorpo  viene  evidenziata 
mediante l’aggiunta di una antiglobulina di cane coniugata con un enzima che, in caso di 
positività, rivela una reazione colorimetrica che viene letta da uno spettrofotometro. 
L'antigene  è  rappresentato  o  da  estratto  proteico  crudo  di  Leishmania in  coltura,  o  da 
proteine  purificate  o  ricombinanti.  Quest'ultimo  tipo,  di  cui  esistono  diversi  epitopi 
specifici, è sicuramente più specifico e sensibile rispetto al primo tipo(Gomes et al., 2006).
Il  test  di  intradermoreazione di Montenegro misura l'ipersensibilità  ritardata  e quindi la 
risposta cellulo-mediata. Lei reazioni intradermiche specifiche sono adoperate per indagare 
e valutare l'avvenuto contatto, della popolazione sana, con il parassita. Questi test  rivelano, 
in genere, una elevata percentuale di infezioni asintomatiche in aree endemiche. E' un test 
analogo  all'intradermoreazione  di  Mantoux  per  la  tubercolosi.  La  reazione  indica  la 
presenza  di  un'immunità  di  tipo  cellulo-mediata  nei  confronti  della  Leishmania e  non 
necessariamente  dell'infezione  in  atto.  Viene  impiega  una  sospensione  di  antigeni  di 
promastigoti  di  Leishmania  in  coltura(inattivata  con  fenolo)  che  si  inocula,  per  via 
intradermica. La reazione si sviluppa e viene letta dopo 48-72 ore. La reazione è positiva se 
si forma una lesione papulare o nodulare eritematosa. Nell'uomo, contrariamente a quanto 
avviene con la sierologia, di solito la reazione di Montenegro è più fortemente positiva 
nelle forme cutanee localizzate e debolmente positiva nelle forme muco-cutanee, mentre è 
negativa  nelle  forme cutanee  diffuse e  nelle  viscerali,  caratterizzate  dalla  scarsissima o 
nulla reazione immunitaria di tipo cellulo-mediata. La reazione può essere negativa anche 
nelle fasi iniziali della malattia cutanea. Nelle popolazioni delle zone endemiche possono 
aversi fino al 25% di positività della reazione di Montenegro, per tale motivo in queste 
zone  il  test  è  impiegato  praticamente  solo  per  studi  epidemiologici.  Una  reazione  di 
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Montenegro che, da negativa, diventa positiva, è indice di una buona risposta immunitaria 
al trattamento che evolve verso la guarigione. La sensibilità del metodo può arrivare al 
100% ma c'è una cross-reattività tra tutte le specie di Leishmania.
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7- Terapia
Il trattamento della leishmaniosi canina rappresenta ancora un problema irrisolto poiché 
non esistono tutt’oggi farmaci specifici in grado di determinare l’eliminazione del parassita 
in seguito alla guarigione clinica.
I farmaci comunemente usati per la terapia anti-Leishmania in medicina veterinaria sono gli 
stessi utilizzati per la leishmaniosi umana, con modalità e posologia differenti. 
I  protocolli  terapeutici  più  frequentemente  utilizzati  prevedono  l’impiego  di  composti 
antimoniali  pentavalenti  come  l’antimoniato  di  N-metilglucamina  in  combinazione  con 
allopurinolo.  
L’antimoniato di N-metilglucamina è considerato il farmaco di prima scelta nel trattamento 
della  leishmaniosi  canina.  Il  meccanismo d’azione sembra essere legato alle  cellule  del 
sistema reticolo-endoteliale contenenti il parassita fagocitato, con conseguente alterazione 
del  suo metabolismo per  inibizione  selettiva   di  alcuni  enzimi  della  glicolisi  e  della   
ossidazione degli acidi grassi (fosfofruttochinasi e deidrogenasi piruvica) con conseguente 
deplezione  dei  livelli  intracellulari  di  ATP  e  GPT.  Il  farmaco,  dunque,  esplicherebbe 
un’azione parassiticida.
Il  farmaco  non  è  assorbito  per  via  orale,  per  cui,  la  via  di  somministrazione  è  quella 
sottocutanea o intramuscolare. La via endovenosa è da sconsigliare per la ridotta emivita 
del farmaco. Gli effetti collaterali interessano distretti organici come il cuore, il rene e il 
fegato  e  raramente  si  verificano  alterazioni  del  profilo  ematologico  rappresentati  da 
leucopenia, grave agranulocitosi e anemia emolitica. 
Nel cane si impiega un dosaggio di 100 mg/kg/die somministrato per via sottocutanea o 
intramuscolare per un periodo di 30 giorni consecutivi, in associazione con allopurinolo (10 
mg/kg). 
L’allopurinolo è un composto analogo dell’ipoxantina, largamente impiegato nella terapia 
della  gotta  dell’uomo  per  la  sua  azione  di  blocco  della  xantino-ossidasi  nella  sintesi 
dell’acido urico. La sua attività contro il parassita dipende dalla incapacità di quest’ultimo 
di sintetizzare autonomamente le purine con la conseguente necessità di recuperare le basi 
azotate e i nucleosidi dall’ospite. Pertanto, viene metabolizzato e trasformato dal parassita 
in  un  analogo  inattivo  dell’inosina,  nucleoside  formato  dall’unione  di  una  molecola  di 
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ribosio con una di ipoxantina. Questo analogo, introdotto nell’RNA del patogeno, ne altera 
la  traduzione  delle  proteine  con  effetti  negativi  sull’intero  metabolismo  del  protozoo 
(Baneth, 2002). 
 L’allopurinolo è comunemente impiegato per la terapia della leishmaniosi in combinazione 
con  antimoniali  pentavalenti  poiché,  grazie  al  suo  effetto  parassitostatico,  migliora 
l’efficacia clinica del trattamento e riduce il tasso di recidiva (Manna, 2008).
Un farmaco di recente  introduzione nella terapia della leishmaniosi canina è la miltefosine.
La miltefosine, sviluppata inizialmente come farmaco antitumorale, è chimicamente un esa-
decil-fosfo-colina, cioè un analogo della fosfocolina e come tale in grado di interferire sui 
segnali metabolici cellulari e sulla permeabilità delle membrane cellulari nonché sulla loro 
composizione lipidica. Il meccanismo d’azione si esercita colpendo la via del metabolismo 
dei fosfolipidi del parassita, interferendo con le vie di comunicazione cellulare e inibendo 
la sintesi  della  membrana cellulare  parassitaria.  Le modalità  d’azione del farmaco sono 
rappresentate  dall’inibizione  della  biosintesi  dei  recettori  del  GPI  (glicosilfosfatidil-
inositolo),  molecola  chiave  per  la  sopravvivenza  intracellulare  degli  amastigoti  e 
dall’alterazione  del  segnale  di  trasduzione  agendo sulle  fosfolipasi  C e  proteichinasi  C 
Leishmania  specifiche.  Ne  consegue  la  morte  per  apoptosi  della  cellula  protozoaria 
(Sundar, 2007).
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8-Parte sperimentale
Obiettivo della tesi è stato quello di ottimizzare metodiche molecolari, quali la Real Time 
PCR, già in uso da alcuni anni nel nostro Dipartimento di Scienze Cliniche Veterinarie allo 
scopo di migliorarne  le prestazioni. In particolare mediante la comparazione tra due metodi 
di “ cotruzione di una curva standard “:
1) Curva  standard  mediante  DNA  proveniente  da  ceppo  di  Leishmania  infantum 
MHOM/IT/80/IPT1.
2) Curva standard ottenuta dal DNA plasmidico .
Le leishmanie vive, a concentrazione nota, sono state ottenute da una coltura cresciute in 
Tobie modificato Evan's.  E'  stata  aspirata  totalmente la fase liquida del Tobie in cui  si 
trovava la coltura di Leishmania da utilizzare è stata portata ad un volume triplo utilizzando 
Tobie  liquido  completo.  La  coltura  è  stata  centrifugata  a  350  g  per  10’,  eliminato  il 
surnatante  e  risospeso  con  Tobie  liquido  completo,  ristabilito  il  volume  iniziale  della 
coltura per circa due volte. Nell'ultimo lavaggio il pellet è stato sospeso in un volume noto 
di  PBS  ed,  infine,  si  è  passati  alla  valutazione  della  concentrazione  della  coltura  di 
Leishmaniae, tramite la tecnica di conteggio mediante l’uso della camera di Bǘrker.
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8.1-Costruzione dei plasmidi di espressione con pGEM-T easy vector
Per  questo  studio  è  stato  scelto  il  vettore  di  espressione  ,  pGEM-T  easy  vector 
(PROMEGA), (figura 13)
Figura. 13 Vettori plasmidico utilizzato
Il frammento di 116 pb contente il gene codificante  per la  Leishmania infantum è stato 
isolato dal plasmide  mediante una reazione  di PCR (Mastercicler  Gradient  Eppendorf) 
utilizzando la coppia di primers  primer forward  :  5'-TAC ACC AAC CCC CAG-3'   e 
reverse:5'-GGCGTTCTGCGAAAACCG-3', ricavati dal  frammento  del  minicircolo  del 
kinetoplasto di Leishmania infantum:
1 AGA ACG CCC CTC CCC CCA CGG ACC AGA AAA GTT TGG ATT TTT AGG
CCA TTT TTT GGG ATT T
61 TCA GCG TTT TCC AGC CAA TCC AGA CGC ATT CAG CCC AAA TTC CAA 
TCG AAC AGC CAC AGC
121 CCA GCA CCT TCA GGC AAA GTA GTA CTC TAG TCC CGT CTA GTC TAG   
 TAC CAC ATC ATA AAC
181 CTA GCA TAC AAA TAA AAC GAT GTG CAA GTA TAG GTG ACA TTT AGC 
TAT CAT TGA CGT TCT
241 ACA GAC CTT GCT TAC GTT ATA CCT AAC TTC AGA GAT CTT CGA ACA 
TTA TAA TAC CAT GGA
301 ACT ATA GCA TCC CAT GTC TAT GCC TAA TAG GCA GTA TAC CCC TGT 
AAT TAA TAT TAA ATA
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361 TTA ATT ATA AGG TGT AAC AAG CCC ATT ACC ATA ACG AAA CAC CGT 
ATG TGT CTA ACT CCA
421 AAA CTA AAA GTC TAA AGC TCG TTA GGG CCA CGA AGC TCA  CAC ACA 
GCC AAC CAC CCC GGT 
481 CAA AGC CAA CCC CCA TTA ATA GCC GAC CAC AAA TCC CCA CAT ACA 
CCC AAA ACA AAT GCA
541 CCC ACG GCC CCA AAC CCA G CAA ATC CAA CAT TTA AAG CCC CAA 
AAT TAA AGA CAA ACT CC
601 AGC TAG CAC AAA ACA AGC CTCCCG ACC CAG GGC TCC AAG CCG ATC 
CAG CCA AAA CAC CCA 
661 AAT CCC CCG GGA CCA CCC GGC CCT ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT 
TCC CGC CCC GGA GGC
721 CAA AAA TGA CAT TTT CGG GCC AAA AAT GAA CGG GAA TTT CTG CAC 
CCA TT  TTC CGG TTT T
781 CGC AGA ACG CC
        
Per tanto il frammento amplificato è 116 pb
Per  la  reazione  di  PCR è  stato  utilizzato  il  kit  EURO TAQ(euroclone)  allestendo  una 
reazione con un volume finale di 50 l:
REAGENTE   QUANTITÀ CONCENTRAZIONE 
                                       UTILIZZATA FINALE 
Buffer 10 X 5 l 1X
dNTP 10 mM 1 l 200 μM
Primer F 10 M 1 l 0.2 μM
Primer R 10 M 1 l 0.2 μM
Taq 5U/l 0.25 l 1.25 U
pGEM-T easy vector (15 g/ml)1 l 15 ng
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Il termal-cycler è stato impostato con il seguente programma:
95°C per 4 minuti
                         95°C per 50”
35 cicl  65°C per 1'
                          72°C per 1'
72°C per 5 minuti
Il prodotto di PCR è stato controllato in elettroforesi su gel d’agarosio al 2% ed in seguito è 
stato purificato con GenEluteTM PCR Clean-Up Kit (Sigma) secondo il seguente protocollo:
2. collocare la colonnina con il filtro dentro la provetta, aggiungere 500 μl di Column 
preparation Solution e centrifugare a 12000 x g per 1 minuto
3. aggiungere  5  volumi  di  Binding  Solution  per  1  volume  di  prodotto  di  PCR, 
miscelare e centrifugare a 16000 x g per 1 minuto
4. aggiungere 500 μl di Wash Solution e centrifugare due volte a 16000 x g per 1 
minuto
5. trasferire la colonnina in una nuova provetta e aggiugere 50 μl di Elution Solution 
e lasciare in eluizione per 1 minuto a temperatura ambiente; centrifugare la spin column a 
16000 x g per 1 minuto
6. recuperare l’eluato e quantificare allo spettrofotometro
L’amplificato così purificato è stato digerito con gli enzimi di restrizione BamHI ed EcoRI. 
I vettori  plasmidici  prescelti  sono stati digeriti  con gli stessi enzimi di restrizione ed in 
seguito sono stati defosforilati con il kit Alkaline Phosphatase (Roche) per ridurre il tasso 
di ricircolarizzazione del vettore digerit0 da un solo enzima. La defosforilazione è stata 
condotta aggiungendo alla soluzione contenente i vettori:
REAGENTE QUANTITÀ UTILIZZATA
Dephosphorilation Buffer 10X 5 µl
Alkaline Phosphatase 4 µl
H2OMQ sterile 21 µl
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Il  campione così composti  è stato lasciato ad incubare un’ora a temperatura ambiente.I 
prodotti  di  digestione  sono stati  separati  su  gel  d’agarosio  al  2%;  le  bande  sono state 
tagliate  ed  vettore  ed  inserto  digerito  sono  stati  purificati  con  il  kit  Perfectprep® Gel 
Cleanup procedure (eppendorf) seguendo il protocollo allegato:
1. tagliare la banda dal gel e pesarla
2. aggiungere 3 volumi di Binding Buffer per ogni volume di gel e incubare a 50°C 
per 5-10 minuti, vortexando ogni 2-3 minuti
3. aggiungere un volume di isopropanolo e miscelare bene per inversione
4. aggiungere il campione alle spin column, centrifugare a  6000-10000 x g per un 
minuto ed eliminare l’eluato
5. aggiungere 750 µl di Wash Buffer alla spin column, centrifugare a 6000-10000 x g 
per un minuto ed eliminare l’eluato
6. centrifugare  a  6000-10000  x  g  per   un  minuto,  per  eliminare  il  Wash  Buffer 
residuo, ed eliminare l’eluato
7. mettere la sin column in una provetta pulita, aggiungere 30 µl di Elution Buffer e 
centrifugare a 6000-10000 x g per  un minuto
8. eliminare la spin column e recuperare l’eluato
I prodotti di PCR purificati e digeriti sono stati quindi clonati nei vettori prescelti con il kit 
Rapid DNA Ligation Kit, secondo il seguente protocollo:
3) diluire l’inserto ed il vettore nel DNA Dilution Buffer 1X fino ad un colume finale 
di 10 µl
4) aggiungere 10 µl di T4 DNA Ligation Buffer e miscelare accuratamente
5) aggiungere 1 µl di T4 DNA Ligase e miscelare accuratamente
6) incubare per 5 minuti a 15-25°C
Il ceppo di cellule competente JM109 High Efficiency  (Promega) è stato trasformato con i 
plasmidi costruiti mediante protocollo che fa uso dello shock termico:
 aggiungere 4 μl del plasmide ricombinante in una provetta contenente cellule competente 
JM109 High Efficiency  (Promega) 
 incubare in ghiaccio per 30 minuti
 incubare a 42°C per 30 secondi
 trasferire immediatamente la provetta con le cellule in ghiaccio
 aggiungere 900 μl di LB a temperatura ambiente
 incubare su agitatore a 37°C per 1 ora
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 piastrare su LB agar addizionato con ampicillina/IPTG/X-Gal (50 μg/ml) ed incubare o/n.
Le piastre incubate o/n sono state osservate e si sono potuti identificare i cloni trasformanti 
sulla base della resitenza all'ampicillina  ( Figura 14 ) , precisamente i ricombinanti erano 
caratterizzati  dall’avere  colonie  bianche  mentre   quelli  che  contengono  il  solo  vettore 
richiuso sono colonie blu resistenti all'ampicillina ma privi dell'inserto di interesse.
Figura 14: Piastra contenente le colonie di cloni blu e bianche.
Le colonie ricombinanti antibiotico-resistenti sono state selezionate, messe in crescita in 3 
ml di LB con ampicillina (50 µg/ml) e incubate o/n; il giorno seguente è stata effettuata una 
estrazione miniprep con il kit Plasmid DNA isolation Miniprep kit (Qiagen):
1. pellettare i batteri
2. risospendere  il  pellet  in  250  µl  di  Buffer  P1  e  trasferire  in  una  provetta  da 
microcentrifuga
3. aggiungere 250 µl di Buffer P2 e miscelare invertendo la provetta 4-6 volte
4. aggiungere 350 µl di Buffer N3 e miscelare bene invertendo la provetta 4-6 volte 
finché la soluzione non risulta omogenea
5. centrifugare per 10 minuti  a 12000 x g
6. prelevare il surnatante e caricarlo nella spin colum
7. centrifugare per 1 minuto a 12000 x g ed eliminare l’eluato
8. lavare  la  spin  colum aggiungendo  750  µl  di  PE Buffer  e  centrifugare  per  un 
minuto a 12000 x g
9. eliminare l’eluato e centrifugare nuovamente la spin column per 1 minuto a 12000 
x g
10. mettere la spin colum in una provetta pulita ed aggiungere 50 µl di Elution Buffer
11. lasciare 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugare per 1 minuto a 12000 x g
12. recuperare l’eluato e quantificare allo spettrofotometro
I plasmidi purificati sono stati sottoposto a digestione di controllo con BamHI ed EcoRI. Le 
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colonie trasformate con il plasmide ricombinante sono state rimesse in coltura in 100 ml di 
terreno  LB  addizionato  con  ampicillina  (50  µg/ml)  e  incubate  a  37°C  o/n;  le  colture 
batteriche sono state utilizzate per ottenere preparazioni maxiprep con il kit Plasmid DNA 
Isolation Maxiprep kit (Qiagen) secondo il seguente protocollo:
2. pellettare la coltura batterica
3. risospendere il pellet in 10 ml di Buffer P1
4. aggiungere 10 ml di Buffer P2, miscelare invertendo vigorosamente 4-6 volte e 
incubare a temperatura ambiente per 5 minuti
5. aggiungere 10 ml di Buffer P3, miscelare vigorosamente invertendo 4-6 volte e 
incubare in ghiaccio per 20 minuti
6. centrifugare a 20000 x g per 30 minuti a 4°C
7. equilibrare le colonne con 10 ml di Buffer QBT e lasciar eluire per gravità
8. aggiungere il surnatante dello step 5 alla colonna equilibrata e lasciare eluire per 
gravità
9. lavare la colonna con 60 ml di Buffer QC e lasciare eluire per gravità
10. eluire il DNA con 15 ml di Buffer QF
11. precipitare il DNA aggiungendo 10.5 ml di isopropanolo a temperatura ambiente e 
centrifugare a 15000 x g per 30 minuti a 4°C
12. eliminare delicatamente il surnatante e lavare il pellet di DNA con 1 ml di etanolo 
70% a temperatura ambiente
13. trasferire  in  una provetta  da micro centrifuga  e centrifugare  per 10 minuti  alla 
massima velocità
14. eliminare il surnatante e asciugare il DNA all’aria
15. risospendere in 100 µl di TE
Le sospensioni ottenute sono state amplificate tramite pcr qualitativa ( figura 14) per essere 
certi di aver amplificato il gene di  Leishmania infantum. Abbiamo caricato su un gel di 
policrilammide al 2% 5 ml di eluito ( colonna 1 2 e 3 ) il ladder di riferimento, 50 pb, ( in 
colonna 4 ) ed il controllo negativo (colonna 5 ).
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Figura.  14.  colonna 1 2 e  3  amplificato gene  Leishmania infantum ;  colonna 4 Ladder  50 pb; colonna 5 
controllo negativo della PCR
8.2- Microtitolazione mediante PCR Real Time
 
Il sistema di PCR in real time è stato sviluppato su Abi Prism 7700 Sequence Detector  
(Applied Biosystem), sfruttando la chimica TaqMan Master Mix(Applied Biosystem) che 
prevede l’uso di una coppia di primers ( il  primer forward  :  5'-TAC ACC AAC CCC 
CAG-3'  ed il  reverse:5'-GGCGTTCTGCGAAAACCG-3' )  e  di  una sonda marcata 
(Leish  Probe  :  5'-FAMTGGGTGCAGAAATCCCGTTCA-3'  ).   La  miscela  di 
reazione per il test è stata sviluppata come segue: 12,5 μl TaqMan Universal PCR Master 
Mix (Applied Biosystem),  0.5 mM ciascun primer, 0.2 mM sonda marcata, 1X Exo IPC 
mix  e  Exo  IPC  DNA (Applied  Biosystem),  50  ng  di  DNA  di  estratto  e  H2O fino  al 
completamento del volume di reazione (25ml). 
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Banda attesa a 116 pb
Concentrazio
ne iniziale 
Concentrazio
ne finale 
1 campione 1 campione in 
duplicato
2HO 4,8  μl 9,6  μl
x2  Universal 
Master Mix 
lx 10  μl 20  μl
Primers: Q-leish
Forward
5'-TAC ACC AAC 
CCC CAG-3'/Revers 
50 pmol/ul
5'-GGC GTT CTG 
CGA AAA CCG-3'
0,5 mM 0,2 μl +0,2  μl 0,4 μl+0,4  μl
Sonda: Q-leish 
Probe 2
10 pmol/ul
5'  -FAM  TGG 
GTG  CAG  AAA 
TCC CGT TCA-3' 
0,2 mM 0,8 μl 1  μl
DNA 50 ng 2 μl 4  μl
In questa mix i due kit Applied Biosystems rappresentano rispettivamente il tampone di 
reazione  e  la  miscela  per  il  controllo  interno.  Le  40  ripetizioni  del  programma  di 
amplificazione,  sono  state  ottimizzate  come segue: 95°C per 15 sec, 60°C per 60 sec; 
precedute da un passaggio a 50°C per 2 min e a 95°C per 10 min. 
Per la microtitolazione sono stati usate due tipi di diluizione una data dal plasmide ed una 
data dalle cellule di Leishmania coltivate.
I test sono stati effettuati adoperando una curva di taratura standard, ottenuta saggiando 
diluizioni  successive  in  base  10,  di  una  soluzione  madre  di  DNA  estratto  da  107 
promastigoti del ceppo MHOM/IT/80/IPT1 di Leishmania infantum. Ed una seconda curva 
di taratura formata da diluizioni successive in base 10, in numero di copie, del plasmide 
clonato.
Il numero di copie di frammenti clonato è stato ottenuto dai seguenti calcoli:
il plasmide è stato letto allo spettrofotometro ed il risultato è 20 ng/ml 
M= g/PM del costrutto           M= 20/2069100 = 9,7* 10-6 
La soluzione quindi ottenuta di 20 ng/ml è pari a 9,7* 10-6 M
sapendo che  1:6,022*1023 (n° di Avogadro)=9,7* 10-6  : X
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X=58*1017 n° di molecole/ml di soluzione a 20 ng/ml mentre una soluzione di 1 ng/ml di 
costrutto di 3135 pb (esattamente il nostro plasmide) è pari a :
8*1017 : 20 = X : 1       X = 3*1017  n° di molecole corrispondenti a 1 ng/ml
Tramite opportune diluizioni mi sono creata questa scala di copie genomiche ( Tabella 1)
 
E' stata eseguita una PCR real time con il DNA estratto dal ceppo di Leishmania infantum 
ed il DNA dal frammento clonato
I dati relativi alle ripetizioni dei test di PCR real time, hanno mostrato un Ct di equivalenza 
tra le due curve  tra una diluizione della carica parassitaria e un preciso valore del numero 
di copie. (tabella 2)
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1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
Clon dil 1
Clon dil 2
Clon dil 3
Clon dil 4
Clon dil 5
Clon dil 6
Clon dil 7
Clon dil 8
Clon dil 9
Clon dil 10 Tabella 1 : diluizioni delle 
copie del frammento clonato
Tabella 2 : Risultati della piastra real time 
Esattamente si è notato che in 106  Leishmanie corrisponde un valore di Ct equivalente al valore 
riscontrato in 109 copie genomiche ( cloni).
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Standard 1 1,00E+07 17
Standard 1 1,00E+07 17
Standard 2 1,00E+06 20
Standard 2 1,00E+06 20
Standard 3 1,00E+05 23
Standard 3 1,00E+05 23
Standard 4 1,00E+04 26
Standard 4 1,00E+04 26
Standard 5 1,00E+03 29
Standard 5 1,00E+03 29
Standard 6 1,00E+02 32
Standard 6 1,00E+02 32
Standard 7 1,00E+01 35
Standard 7 1,00E+01 35
Standard 8 1,00E+00 38
Standard 8 1,00E+00 38
NTC 40
NTC 40
1,00E+06 20
1,00E+06 20
4,99E+05 21,44
4,99E+05 21,44
4,25E+04 25,19
4,25E+04 25,19
1,00E+04 26
1,00E+04 26
1,01E+03 29,08
1,01E+03 29,08
3,45E+02 31
3,45E+02 31
3,25E+01 33,52
3,25E+01 33,52
1,2 39
1,2 39
0 40
0 40
0 40
0 40
Sample NameQty Mean Ct
Undetermined
Undetermined
Clon dil 1
Clon dil 1
Clon dil 2
Clon dil 2
Clon dil 3
Clon dil 3
Clon dil 4
Clon dil 4
Clon dil 5
Clon dil 5
Clon dil 6
Clon dil 6
Clon dil 7
Clon dil 7
Clon dil 8
Clon dil 8
Clon dil 9
Clon dil 9
Clon dil 10
Clon dil 10
9- Terreni e reagenti utilizzati
 
Le quantità riportate si riferiscono alla preparazione di un litro di soluzione
 PBS 10X  :
NaCl 80 g
KCl 2 g
Na2HPO4 14.4 g
KH2PO4 2.4 g
La soluzione viene portata a pH 7.4.
 TBS 1X  :
Tris 2.42 g
NaCl 29.24 g
Portare a pH 7.5 con HCl.
 Terreno LB   liquido  :
NaCl 10 g
Triptone 10 g
Yeast extract 5 g
H2OMQ a volume
La soluzione viene portata a pH 7 con NaOH 5 M.
 Terreno LB agar  :
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NaCl 10 g
Triptone 10 g
Yeast extract 5 g
Agar batteriologico europeo 14 g
H2OMQ a volume
La soluzione viene portata a pH 7 con NaOH 5 M.
 Tampone TAE 1X  :
Tris acetato 0.04 m
EDTA 1 mM
 TE buffer  :
Tris HCl 10 mM pH 8.0
EDTA 0.1 mM pH 8.0
 Terreno TY  :
Quantità per un litro di terreno:
10 gr Triptone
5 gr Estratto di lievito,
10 gr NaCI
 Piastre TY  : 
Quantità per un litro di terreno:
10 gr Triptone
5 gr Yeast Exstract
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10 gr NaCI
15 gr Agar
 Piastre TY + Ampiciilina  :
Come le piastre TY ed aggiungere 1 mi di una soluzione di Ampiciilina
lOOmg/ml
 IPTG stock solution  (0.1M)
1.2 g IPTG in 50ml
Sterilizzare per filtrazione e conservare a 4°C
 Xgal  
lOOmg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside
Sciogliere in 2 mi di N,N-dimetilformammide
Coprire con carta di alluminio e conservare a -20°C.
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10-Risultati e conclusioni
In Sud America e in Europa, l'uso di metodologie molecolari ed in particolar modo della 
PCR  quantitativa,  in  aree  endemiche,  ha  mostrato  di  essere  più  sensibile  dei  metodi 
sierologici e dell'esame colturale nella diagnosi della leishmaniosi canina; suggerendo che 
questa metodologia potrebbe diventare il “gold standard” per la rilevazione dell'infezione 
della Leishmania spp (Gomes Y.M. et al., 2008). 
Questi metodi altamente sensibili, specifici e riproducibili permettono anche di analizzare 
numerosi campioni in tempi brevi. Essi garantiscono una diagnosi puntuale dell'infezione 
del  protozoo  evidenziando  bassissimi  livelli  di  DNA  di  Leishmania  ed   intercettando 
soggetti asintomatici, oltre a quelli sintomatici. 
Ciò  permette  di  effettuare  le  opportune  scelte  di  controllo,  prevenzione  e  cura  della 
malattia, facilitando il monitoraggio della carica parassitaria durante e dopo il trattamento 
farmacologico. 
Infatti,  i farmaci attualmente disponibili  non garantiscono l'eliminazione del parassita  e 
questo può portare il soggetto ad andare incontro a recidive.  
Il test PCR real time, inoltre, può essere considerato utile nei casi in cui non sia possibile 
una  chiara  diagnosi  in  base  ai  risultati  della  sierologia  contribuendo  a  rivelare  casi  di 
malattia che altrimenti potrebbero contribuire ulteriormente alla diffusione dell’infezione. 
La messa a punto, tramite la real time PCR , di una curva standard ottenuta dal clonaggio di 
frammenti di Leishmania in un plasmide  può rappresentare una metodica più appropriata 
nella valutazione dei risultati di PCR ottenuti, invece, che da una coltura di Leishmania.
Infatti  la  ricerca  in  oggetto  del  presente  lavoro  consente  di  giungere  alle  seguenti 
conclusioni:
• entrambe le metodiche sono affidabili.
• In entrambi i casi i risultati ottenuti permettono di eguagliare le due metodiche precisando 
che il risultato ottenuto è il seguente: 1 leishmania contiene 100 copie di frammento di 
kinetoplasto clonato.
• I risultati ai quali si perviene con il sistema del clonaggio sono più attendibili in quanto 
ottenuti mediante l'applicazione di formule chimiche matematicamente riscontrabili e ben 
precise, anziché un calcolo basato su previsioni e stime ( conta la c.d. “camera di Burker”).
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